Universidad de la Republica

Facultad de Ciencias

Rol de fimbrias y flagelos en la
formacion y desarrollo de biofilms
de Proteus mirabilis uropatogéenico

Tesina de graduacion
Licenciatura en Bioquimica

Bach. Virginia Baraibar

Tutora: Mag. Paola Scavone

Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable
Departamento de Microbiologia

Montevideo, 2012
IIBCE



INDICE

J: Y= Yo LYo Ty o 11T o] o T3 4
1Y o VT 1 - T 5
2= T3 = o N 6
INEFOTUCCION ...ttt 8
1. Biofilms: definicion ¥ @StrUCTUa ......cciviviiiice e e 8
2. Rol bioldgico @ IMPOIrtaNCia ..ccccvveei it e e s sbee e e s sbeeeeeenes 9
2.1 Proteccion frente al ambiente ......ccceevieieiiiiniie e 10
2.2 Disponibilidad de nutrientes y cooperacién metabdlica .........cccccovveeeciieeieciieecennee. 11
2.3 Adquisicion de nuevas caracteristicas geNELICAS ......ccccvuveeeecieeeeeciiee e 11
T = =T o - T e [T o] 00 0 F= Yol o [ RS 13
3.1 AdRESION INICIAL c.ueeieiieieiie ettt e s s e s 14
3.2 FOrmacion de MiCroCOIONIAS ......eieruieerieeeiieertee ettt et e e e sbeeeaee s 17
3.3 IMAAUIACION ettt ettt ettt e st e e st e s bt e e abe e sbeeesabeesabeesabeeesabeesnneean 18
B B 1T T=T o o WSS 19
4. Relacidn entre la formacién de biofilms y las enfermedades infecciosas..........ccuee.n..... 20
5. Infecciones del tracto urinario asociadas a catéteres (ITU-C).....cccceecvveeeeiciieeeecciieee e, 22
LT R o o == 1T £ PSPPSR 24
5.2 Prot@uUS MUraDIliS...........coceeeuieiiiiniiiiieieeceeee ettt st s 26
5.3 AANESINGS ..ttt st et e be e s ae e st 27
5.4 Movilidad mediada por flagelos........cccuuiieeiieie e e 28
5.5 Formacion de biofilms........oc.eoiiiini e 29
6. Microscopia laser confocal como herramienta para el estudio de biofilms .................... 31
Hipotesis Y ObJEtiVOS....cccuuiiiiieiiiiiiiiiricrrere e sse s e rsses s s senassessenasssssenasssssanenas 33
[V E 1Y g F 1 LTV 1 T=1 o Yo Lo L3RR 34
1. Cepas bacterianas y medios de CULIVO........cccuiiiiiciiii it e eaee e 34
2. Analisis del crecimiento de P. mirabilis en orina artificial .........ccccceniiniiniinniinciee 36

3. Evaluacion del papel de flagelos y fimbrias en la formacién y desarrollo de biofilms de

P. mirabilis UrOPatOZENICO ....cvvieiieiiiie ettt et e et eeetre e e e ebre e e s e bte e e e sbaeeeeesraeeeaans 37

3.1 Evaluacioén de la hidrofobicidad de la superficie bacteriana........cccccceecvvevicciieeennnee. 37



3.2 Determinacion de la capacidad de formacion de biofilms en superficies abiéticas.. 38

4. Caracterizacién de la formacién y arquitectura de biofilms de P. mirabilis

UT o oF: | oT={<] ] [ole JE NN USRI 39

4.1 Formacion de biofilms 1 VItro...........cooccuvee i ittt e 39

4.2 Inmunofluorescencia in situ de biofilms ......ccceeiveciiiiiici e 40

4.3 Anadlisis de la estructura tridimensional de los biofilms mediante MLC.................... 40

4.4 Procesamiento de imagenes obtenidas mediante MLC..........cccccoeveieeccieeecciiee e, 41
4.4.1 DeconvolucCion de iIMAZENES .....ccivvciieeiiiiieeeeieee ettt e ettt e e s e e s sreeeesssreeeeeeans 41

4.4.2 Segmentacion de IMAZENES ......ceeicciiee ittt e et e e e e srae e e e e sraeeeeeaes 41

4.4.3 Célculo de pardmetros y reconstrucciéon de modelos 3D de biofilms............... 42

T Vo1 T ST = 1o 1 4 [ o SRR PURURRNE 43
[T V1 | = e [ X3 a4
1. Andlisis del crecimiento de P. mirabilis en orina artificial .........cccccoveeeeciieeicciee e, 44

2. Evaluacién del papel de flagelos y fimbrias en la formacién y desarrollo de biofilms de
P. Mirabilis UroPatOZENICO .....uueiiiiiieee ittt e e e st e e e sbae e e s sbeeeessseaeaennns 45
2.1 Evaluacion de la hidrofobicidad de la superficie bacteriana ........ccccceecveeeeecnieeenneee. 45
2.2 Determinacion de la capacidad de formacidn de biofilms en superficies abidticas .. 51
3. Caracterizacion de la formacidn y arquitectura de biofilms de P. mirabilis

UT oY oF: | oT={<T ] [ole TN SR 54

I 0 (oW Fo T [l o F= | =T V=1 o o LU 54

S0 I I N[V o V=Y o o [N o = Lo (=1 a = KPR 54

3.1.2 Volumen total de bacterias.......ccccccvvviviiiiiii 58

3.1.3 Volumen total CUBIErtO ......cooovviiiiiiiii 62

3.2 Construccion de modelos 3D de biofilms ........eevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 65

[0 1Yo 11 ' 3 TS 70
CoNClUSIONES Y PEISPECLIVAS .. .veuuireerereanirrerertenierenieresserenserenseseasesrassesassessssssensessnssssnsesensnenes 81
{2 =] =] (oL - LN 82



o

o,
o

AGRADECIMIENTOS

A Pablo Zunino, por darme la oportunidad de trabajar en su laboratorio.
A mis padres, por su apoyo incondicional.

A mis hermanas, mis tias y mis abuelos, por estar siempre conmigo.

A Joaquin, por su carifio y su paciencia.

A Pao y mis amigos del liceo.

A Diego, Anita, Lu, Fran, Lula, Fio, Magui y todos mis amigos de
Ciencias.

A Ana Umpiérrez, siempre dispuesta a ensefiarme y ayudarme; a
German Pérez, gracias a quien llegué al IIBCE, y a toda la colonia.

A Marcela Diaz, por su ayuda con el microscopio confocal.

Y sobre todo a mi tutora Paola Scavone, por el tiempo y la paciencia que
me dedic6 no s6lo como estudiante sino como persona.



Cv

DO

FIT-C

ITU

ITU-c

Km

LB

EPS

MLC

MR/P

OA

PBS

PMF

UCA

ABREVIATURAS

Cristal violeta

Densidad optica

Isotiocianato de fluoresceina

Infeccidn del tracto urinario
Infeccion del tracto urinario asociada a catéteres
Kanamicina

Medio de cultivo Luria-Bertani
Exopolisacaridos

Microscopia laser confocal

Fimbria Mannose resistant Proteus-like
Orina artificial

Solucién tampdn salina fosfatada
Fimbria Proteus mirabilis

Fimbria Uroepithelial Cell Adherence



RESUMEN

Los biofilms son comunidades microbianas compuestas por células unidas
irreversiblemente a un sustrato, embebidas en una matriz de polimeros
extracelulares de produccion propia. Estas comunidades pueden estar
formadas por una o multiples especies bacterianas y son capaces de formarse
sobre una amplia variedad de superficies.

Queda claro a partir de evidencia epidemiolégica que los biofilms se asocian a
numerosas enfermedades infecciosas. El proceso puede ser particularmente
relevante en el caso de pacientes inmunocomprometidos, que son incapaces
de combatir microorganismos invasores.

Los catéteres urinarios son dispositivos médicos tubulares de uso comun en
hospitales y casas de salud, que se insertan a través de la uretra hasta la
vejiga. Debido al uso frecuente y muchas veces innecesario de catéteres
urinarios, muchas personas son puestas en riesgo de sufrir complicaciones
asociadas al uso de estos dispositivos, siendo la mas notable el desarrollo de
infecciones del tracto urinario asociadas a catéteres. Las ITU-c suelen ser
recurrentes como consecuencia del desarrollo de biofilms cristalinos en los
catéteres y resultan en morbilidad a largo plazo. Este tipo de infecciones no
sé6lo son significativas debido a su alta incidencia y costo econémico resultante,
sino también a las severas consecuencias que pueden provocatr.

Proteus mirabilis es un patdogeno oportunista Gram negativo que causa
infecciones del tracto urinario, generalmente complicadas.P. mirabilis es capaz
de formar biofilms en catéteres urinarios. Diversos tipos de fimbrias y los
flagelos estarian vinculados a la adhesion y movilidad bacteriana
respectivamente, por lo que podrian asociarse a la formacién de biofilms.

El objetivo de este trabajo consistié en caracterizar la formacion, arquitectura y
desarrollo de biofilms de P. mirabilis y evaluar el papel de flagelos y fimbrias,
factores potencialmente asociados con su urovirulencia.

Por un lado se evalu6 el desarrollo temporal de biofilms de P. mirabilis
uropatogénico empleando microscopia laser confocal y procesamiento de

imagenes. Por otro lado se determind el papel de flagelos y fimbrias en la



formacion de biofilms utilizando mutantes isogénicas incapaces de expresar
estos factores.

Los resultados permitieron determinar que el medio en el que es cultivado P.
mirabilis afectaria su crecimiento y propiedades tales como la hidrofobicidad de
la superficie bacteriana y la capacidad de adhesion a distintas superficies. A
pesar de que individualmente no serian indispensables para la formacién de los
biofilms, tanto los flagelos como los distintos tipos de fimbrias de P. mirabilis
cumplirian una funcion en la formacion de sus biofilms, posiblemente afectando
Su estructura y estabilidad.



INTRODUCCION

1. Biofilms: definicion y estructura

Los biofilms se definen como comunidades microbianas que se componen por
células unidas irreversiblemente a un sustrato, embebidas en una matriz de
polimeros extracelulares de produccion propia. Los microorganismos que
forman parte de estas comunidades exhiben un fenotipo alterado con respecto

al ritmo de crecimiento y la transcripcion génica (Donlan & Costerton, 2002).

Los biofiims pueden estar compuestos por una o mdultiples especies
bacterianas y son capaces de formarse sobre una amplia variedad de
superficies bibticas y abibticas, asi como en interfases aire-liquido (Adal & Farr,
1996; Archibald & Gaynes, 1997; Dickinson & Bisno, 1993). Aunque los biofilms
formados por multiples especies son mas habituales en la naturaleza, los que
constan de una sola especie revisten un interés particular debido a su
importancia clinica. Estos ultimos pueden desarrollarse tanto en implantes
médicos como en tejidos, contribuyendo de esta manera a una variedad de

infecciones persistentes (Costerton et al., 1999).

Uno de los componentes esenciales de este micronicho es la matriz que lo
rodea, la que esta compuesta mayormente por exopolisacaridos (EPS) y en
menor medida por proteinas y ADN. Se cree que este Ultimo podria ayudar a
mantener unidos entre si a los componentes del biofilm (The mob response).
En la matriz también pueden hallarse componentes no celulares como cristales
minerales, particulas de cieno o arcilla, o componentes sanguineos,

dependiendo del ambiente en el que se desarrolle el biofilm (Donlan, 2002).

En el caso de las bacterias Gram negativas, algunos de los polisacaridos que
forman parte del EPS son neutros o polianionicos (Donlan, 2002). Esta

propiedad es importante porque permite la asociacion con cationes divalentes



como calcio y magnesio, los cuales se entrecruzan con las hebras de polimero
y proveen una mayor fuerza de unién en un biofilm desarrollado (Flemming et
al., 2000).

El EPS esta altamente hidratado, ya que puede incorporar grandes cantidades
de agua a su estructura mediante puentes de hidrogeno. Esta propiedad evita
en general la desecacion de biofilms naturales (Donlan, 2002).Normalmente, el
EPS de los biofilms no es uniforme, si no que varia en tiempo y espacio. Por
ejemplo, la produccion de EPS se ve afectada por la disponibilidad de
nutrientes en el medio de crecimiento. Factores como el exceso de carbono y la
escasez de nitrogeno, potasio o fosfato promueven la sintesis de EPS
(Sutherland, 2001).

2. Rol biolégico e importancia

Los biofiims estan implicados en numerosas enfermedades (a menudo
cronicas) como fibrosis quistica, tuberculosis, sinusitis y algunos tipos de
enfermedad cardiaca (The mob response). Asimismo, se asocian a problemas
en otros ambitos, como contaminacion de alimentos y suministros de agua. Sin
embargo, en algunos casos son beneficiosos: tienen un rol esencial en el
tratamiento de aguas residuales y en la decontaminacion de ambientes,
ademas de ser vitales para la salud de los ecosistemas (The mob response).
En rios y arroyos, las comunidades bacterianas absorben iones pesados del
agua y degradan los residuos organicos de plantas y peces muertos; los
biofilms que se forman en la superficie pueden incluso cumplir esta funcion sin

consumir oxigeno adicional (The mob response).

Independientemente de sus caracteristicas fisioldgicas, gran parte de los
microorganismos parece ser capaz de hacer la transicion a la vida en superficie
(O'Toole et al., 2000); de hecho, la observacion directa de una gran variedad
de ambientes naturales ha permitido determinar que la mayoria de los
microorganismos no vive independientemente, sino que se encuentra adherida

a superficies formando biofilms estructurados (Costerton et al., 1995). El hecho



de que los biofilms estén tan extendidos en ambientes naturales sugiere que la
vida en grupo es esencial para la evolucién y ecologia bacteriana (Hall-
Stoodley et al.,, 2004). Esta forma de vida ofrece ventajas concretas a los
microorganismos, como proteccion frente al ambiente, disponibilidad de
nutrientes, cooperaciéon metabdlica, y posibilidad de adquirir nueva informacion

genética.

2.1 Proteccion frente al ambiente

Los biofilms protegen a los microorganismos de ciertas condiciones adversas
del ambiente. La matriz confiere estabilidad estructural a los biofilms y
contribuye a la notable resistencia que presentan los mismos a los antibi6ticos,
al sistema inmune del hospedero y a muchos otros compuestos utilizados con
el objetivo de eliminarlos de alimentos, maquinaria o implantes médicos

contaminados (The mob response).

La matriz tiene la capacidad de impedir fisicamente el acceso de determinados
agentes antimicrobianos al biofilm ya que actla como un intercambiador de
iones y restringe la difusion de compuestos desde el ambiente al interior del
mismo (Gilbert et al, 1997). Esta caracteristica esta vinculada en gran medida
tanto a la naturaleza del agente antimicrobiano como a la de la matriz, la
resistencia parece ser maxima en el caso de antibiéticos hidrofilicos cargados
positivamente, como los aminoglicosidos (Nichols et al., 1988; Nichols et al.,
1989; Nickel et al., 1985). Se ha comprobado también que el EPS es capaz de
retener metales, cationes y toxinas (Decho, 1990; Flemming, 1993), y que
protegeria a los microorganismos de una variedad de condiciones ambientales
adversas, como radiacién ultravioleta, cambios de pH, shock osmotico y

desecacion (Flemming, 1993).
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2.2 Disponibilidad de nutrientes y cooperacién metabdlica

Las caracteristicas metabolicas de las bacterias que forman parte de un biofilm
son diferentes de las que llevan una vida planctonica. La elaborada arquitectura
de los biofilms permite la cooperaciéon metabdlica, asi como la formacion de
nichos. En consecuencia, las bacterias que se encuentran dentro de un biofilm
estan expuestas a una gama de distintas sefales ambientales (Davey &
O’Toole, 2000).

Los canales que se encuentran dispersos a través del biofilm en las areas que
rodean las microcolonias son una parte esencial de su estructura y funcion, y
estarian involucrados tanto en la formacion como en el mantenimiento de los
mismos. Se ha demostrado que el liquido fluye a través de estos canales,
permitiendo un intercambio efectivo de nutrientes y metabolitos entre los
microorganismos Yy el fluido, aumentando la disponibilidad de nutrientes asi
como la eliminacion de metabolitos potencialmente téxicos (Costerton et al.,
1995; Davey & O'Toole, 2000; Stoodley et al., 1994; Costerton, 1995)

2.3 Adquisicion de nuevas caracteristicas genéticas

La transferencia horizontal de genes es importante para la evolucion y
diversidad genética de comunidades microbianas naturales. La conjugacion es
un mecanismo probable de transferencia de genes dentro o entre poblaciones

de bacterias que forman biofilms (Davey & O’Toole, 2000).

Los biofilms constituyen un nicho ideal para el intercambio de ADN
extracromosomico. La conjugacion ocurre a una frecuencia mayor entre células
que forman parte de un biofilm que entre células plancténicas (Ehlers &
Bouwer, 1999; Roberts et al.,, 1999; Hausner & Wuertz, 1999). Una posible
explicacion para este aumento en los eventos de conjugacion es que el biofilm
provee un ambiente protegido y de mayor contacto entre las células
bacterianas (Donlan, 2002). Se ha sugerido que cepas bacterianas de
relevancia clinica que poseen plasmidos conjugativos desarrollan biofilms con

mayor facilidad que las cepas que no los poseen (Ghigo, 2001). Ghigo
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demostré que el pilus conjugativo F (codificado por el operon tra del plasmido
F) actia como un factor de adhesion tanto para las interacciones célula-célula
como para las interacciones célula-superficie en Escherichia coli, dando como
resultado un biofilm tridimensional (Ghigo, 2001). También se ha comprobado
que las cepas portadoras de plasmidos les transfieren los mismos a
organismos receptores, lo que tiene como resultado la formacién de un biofilm.
Sin los plasmidos, los mismos organismos sélo forman microcolonias que no
muestran mayor desarrollo (Donlan, 2002). Debido a que los plasmidos pueden
incluir genes de resistencia a distintos agentes antimicrobianos, la formacion de
biofilms también provee un mecanismo de seleccion de cepas resistentes y

favorece su diseminacion (Donlan, 2002).

12



3. Etapas de formacion

La formacion de un biofilm es un proceso altamente regulado, el cual resulta en
una poblacion compleja. Aunque existen muchos patrones especie especificos
que reflejan los requerimientos Unicos de cada microorganismo, algunos
conceptos generales son aplicables al proceso de formaciéon de la mayoria de
los biofilms bacterianos (O’Toole et al., 2000). El proceso de desarrollo de un
biofilm se puede dividir en 5 etapas claras (Fig. 1) (Hall-Stoodley et al., 2004;
Schlapp, 2009):

i. Aproximacién y adhesion inicial reversible.

ii. Adhesién robusta irreversible y produccion de EPS.

iii. Formacién de microcolonias.

iv. Maduracion.

v. Dispersion.

Aproximacién de
las bacterias a la Maduracién del
superficie biofilm

Formacién de
microcolonias

Adhesion

Figura 1: Etapas de formacién de un biofilm (extraido de Schlapp, 2009; modificado desde Davey & O'Toole, 2000)
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3.1 Adhesioén inicial

Los microorganismos poseen multiples vias genéticas que regulan el desarrollo
de biofilms, lo que evidencia la complejidad de las sefiales que regulan este
proceso (O'Toole et al.,, 2000). Se han logrado identificar componentes
estructurales y sistemas de censado que son necesarios para la formacion del
biofilm. Las bacterias deben ser capaces de unirse a superficies y moverse
sobre ellas, detectar su densidad celular y en Ultima instancia formar una

estructura celular tridimensional recubierta en EPS (O’Toole et al., 2000).

Se cree que el proceso comienza cuando las bacterias detectan determinadas
condiciones ambientales que disparan la transicién del crecimiento planctonico
a la vida sobre una superficie (Fletcher & Pringle, 1986; Nyvad & Kilian, 1990;
O’'Toole et al., 2000; O’'Toole & Kolter, 1998; Poulsen et al., 1993; Wang et al.,
1996). Los factores ambientales que controlan esta transicidbn varian
enormemente de un microorganismo a otro, pero pueden incluir disponibilidad
de nutrientes, osmolaridad, pH, disponibilidad de hierro, presion de oxigeno y
temperatura (Nyvad & Kilian, 1990; O’Toole & Kolter, 1998; Fletcher, 1996;
O'Toole & Kolter, 1998; Pratt & Kolter, 1998). Aunque los detalles de las
sefales ambientales que desencadenan el desarrollo de un biofilm no son las
mismas para todos los microorganismos, es claro que las condiciones del
medio tienen un profundo impacto en la transicion del crecimiento plancténico
al del biofilm (Davey & O’Toole, 2000).

La adhesion inicial suele ser reversible, de modo que las células pueden
desprenderse de la superficie en caso de que cambien las condiciones (Nadell
et al., 2008). Algunas bacterias también pueden posicionarse utilizando pili
extracelulares, que actian como pequefios ganchos y permiten que las células
se muevan una sobre otra (Klausen et al., 2003) o a lo largo de una superficie
sélida (O'Toole & Kolter, 1998). Algunas especies bacterianas logran adherirse
a las superficies en forma mas estable mediante moléculas de adhesion

especificas (Hinsa et al., 2003; Latasa et al., 2005).

La adhesion es un proceso muy complejo, ya que depende de muchas
variables, como el tipo de sustrato y las propiedades de las células bacterianas.
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Varias caracteristicas de la superficie son importantes para el proceso de
adhesién. La rugosidad de la superficie favoreceria la colonizaciébn microbiana,
lo que podria deberse a que las fuerzas de corte (shear forces) son menores, y

el area de superficie es mayor (Characklis et al., 1990).

Las propiedades fisicoquimicas de la superficie también pueden influir en la
velocidad y el alcance de la adhesion. Varios investigadores han observado
que los microorganismos se adhieren mas rapidamente a superficies no
polares como el Teflon y otros plasticos que a materiales hidrofilicos como
vidrio o metales (Fletcher et al., 1979; Pringle et al., 1983; Bendinger et al.,
1993). A pesar de que en ciertas ocasiones los resultados de estos estudios
son contradictorios, al parecer existiria cierto grado de interaccion hidrofébica
entre la superficie bacteriana y el sustrato, la cual permitiria que la bacteria
supere las fuerzas de repulsion que son activas a determinada distancia de la

superficie del sustrato y se adhiera irreversiblemente (Donlan, 2002).

Otro factor capaz de afectar la adhesion microbiana es la capa de moléculas
que recubre el sustrato (conditioning film). Dicha capa se forma ya que
inevitablemente una superficie expuesta a un medio acuoso se recubrira de
polimeros propios de ese medio; la modificacion quimica resultante afectara la
velocidad y el alcance de la adhesion microbiana. En el caso de superficies
expuestas en el cuerpo humano, se ha observado que fluidos producidos por el
hospedero como sangre, lagrimas, orina, saliva, fluido intersticial y secreciones
respiratorias influyen en la adhesién de las bacterias a los biomateriales
(Mittelman, 1996).

Tanto la hidrofobicidad de la superficie celular como la presencia de fimbrias y
flagelos y la produccién de EPS influyen en la velocidad y extension de la

adhesion de las células microbianas.

La hidrofobicidad de la superficie bacteriana juega un papel importante en la
adhesion debido a que cuanto menos polar es una o ambas superficies
involucradas, mayor cantidad de interacciones hidrofébicas tienden a
establecerse. A pesar de estar cargadas negativamente, la mayoria de las

bacterias contienen componentes hidrofébicos en su superficie (Rosenberg &
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Kjelleberg, 1986). Las fimbrias son apéndices no flagelares que no estan
involucrados en la transferencia de acidos nucleicos. La mayoria de las fimbrias
estudiadas hasta el momento contienen un alto porcentaje de residuos
aminoacidicos hidrofdbicos, por lo que contribuyen a la hidrofobicidad total de
la superficie bacteriana (Rosenberg & Kjelleberg, 1986). Se cree que el papel
qgue juegan las fimbrias en la hidrofobicidad de la superficie bacteriana y en la
adhesion esta relacionado con la capacidad de vencer la repulsion
electrostatica inicial que existe entre la bacteria y el sustrato (Corpe, 1980).
Asimismo, se ha observado que las fimbrias también estarian involucradas en

la adhesion bacteriana a células eucariotas (Corpe, 1980).

Existen otras propiedades celulares que facilitarian la adhesion. Varios estudios
han demostrado que el tratamiento de células adsorbidas a una superficie con
enzimas proteoliticas causa un marcado desprendimiento de las bacterias
adheridas, lo que aporta evidencia del rol de las proteinas en la adhesion

(Bashan & Levanony, 1988; Danielsson et al., 1977).

Para estudiar el papel de los flagelos en la adhesion, Korbel y colaboradores
(Korbel et al., 1989) utilizaron cepas méviles y no moviles de P. fluorescens con
el objetivo de demostrar que las células moviles se adhieren en grandes
nameros contra la corriente de flujo y a mayor velocidad que las cepas no
moviles. Las cepas no moviles, ademas, no recolonizan ni se adhieren a areas
vacias sobre un sustrato de forma tan pareja como los hacen las cepas
mdviles, lo que resulta en una formacion més lenta del biofilm en el caso de los
organismos no moviles. Los flagelos jugarian un rol importante en los estadios
tempranos de la adhesion bacteriana, ya que al igual que las fimbrias

permitirian vencer las fuerzas repulsivas asociadas al sustrato.

Teniendo en cuenta estas observaciones, se puede concluir que las estructuras
de la superficie bacteriana como las fimbrias, proteinas, lipopolisacaridos
(LPS), EPS vy los flagelos claramente tienen un papel importante en el proceso
de adhesiéon. Los polimeros de la superficie bacteriana que contienen sitios
hidrofébicos, tales como las fimbrias, algunas proteinas y componentes de

determinadas bacterias Gram positivas dominarian la adhesion a sustratos
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hidrofobicos, mientras que el EPS y el LPS son mas importantes en la union a

materiales hidrofilicos (Donlan, 2002).

En resumen, la adhesién bacteriana suele verse favorecida por la rugosidad e
hidrofobicidad del sustrato, asi como por la presencia de conditioning films.
Aumentos en la velocidad de flujo, la temperatura del agua o concentracion de
nutrientes también pueden favorecer la adhesion, mientras que estos factores
no excedan niveles criticos. Propiedades de la superficie bacteriana como la
presencia de fimbrias y flagelos, asi como la de polisacéridos y proteinas de
superficie, también son importantes y podrian representar una ventaja
competitiva para un organismo en una comunidad compuesta por multiples

especies (Donlan, 2002).

3.2 Formacién de microcolonias

Luego de la adhesion inicial de las células bacterianas a una superficie tiene
lugar el desarrollo de microcolonias, comunidades bacterianas compuestas por
entre 3 y 5 capas de microorganismos (Davey & O’'Toole, 2000). Ademas de
una interaccion estable con una superficie, se requiere un crecimiento clonal de
los microorganismos e interacciones bacteria-bacteria para formar y mantener

las microcolonias (Reisner et al., 2003).

En el caso de determinadas especies bacterianas la formacion de
microcolonias es un proceso mas complejo, ya que ademas de los factores
mencionados esta involucrada la capacidad de algunas bacterias de moverse

sobre una superficie (O'Toole & Kolter, 1998).

El crecimiento clonal es controlado simplemente por la presencia de los
nutrientes apropiados. Sin embargo, se requieren determinadas vias de
transduccion de sefiales para la produccion de estructuras de movilidad, como
los flagelos, y la produccion de EPS, el compuesto predominante que media las
interacciones célula-célula estables (Heilmann et al., 1996; Cramton et al.,
1999; Watnik & Kolter, 1999; Yildiz & Schollnik, 1999).
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Las fimbrias de tipo IV de Pseudomonas aeruginosa tienen varios efectos sobre
la formacion de biofilms, uno de los cuales es permitir la formacion de
microcolonias en determinadas condiciones (O’Toole & Kolter, 1998; Heydorn
et al., 2002). Estas fimbrias median el movimiento twitching, un tipo de
movimiento que permite a la bacteria moverse a lo largo de una superficie. Aln
no se ha determinado si este tipo de movimiento esté regulado; sin embargo, la
expresion de las fimbrias si lo esta (Stanley & Lazazzera, 2004).

En Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, la formacion de
microcolonias estd mediada por la expresion de la adhesina PIA
(polysaccharide intercellular adhesin) (Stanley & Lazazzera, 2004). Diversos
factores ambientales influyen en la expresion de PIA, incluyendo glucosa,
anaerobiosis, osmolaridad elevada, temperatura, etanol y disponibilidad de
hierro (Gotz, 2002). Este rango de factores ambientales puede ser indicativo de
los medios en los que Staphylococcus forma biofilms (Stanley & Lazazzera,
2004).

3.3 Maduracion

Una vez que se han establecido sobre una superficie, los microorganismos
sufren una serie de cambios que les permiten adaptarse a su nuevo tipo de

vida.

Estudios con microarrays indican que diversas especies (incluyendo P.
aeruginosa, V. cholerae, E. coli y S. aureus) sufren expresion diferencial de
hasta 10% de sus genomas bajo la forma de biofilms en comparacion con la
vida plancténica (Schoolnik et al., 2001; Whiteley et al., 2001; Schembri et al.,
2003; Beenken et al.,, 2004). Como es de esperar, estas alteraciones en la
transcripcion estan asociadas con cambios fenotipicos en la adhesion de las
células entre si 0 a una superficie, metabolismo, movilidad y secrecion (Nadell
et al., 2008). Sin embargo, los estudios de expresion también demuestran que

los transcriptomas de los biofilms de cepas o especies diferentes pueden ser
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tan diferentes entre si como lo son de los de las células planctonicas (Beloin &
Ghigo, 2005).

Los biofilms maduros no son monocapas homogéneas de células microbianas
sobre una superficie (Donlan & Costerton, 2002), sino que pueden presentar
una arquitectura compleja, que comunmente incluye microcolonias en forma de
"hongo", rodeadas de matriz extracelular y separadas entre si por canales que
permiten la circulacion de fluido (O'Toole et al.,, 2000). La estructura de los
biofilms maduros cambia constantemente debido a procesos internos vy

externos (Donlan & Costerton, 2002).

Una vez desarrollado el biofilm maduro sobre una superficie, los organismos
gue forman las estructuras en forma de hongo se comunican entre si mediante
sefales quimicas difusibles que regulan una variedad de funciones celulares
(Jacobsen et al., 2008).

3.4 Dispersion

Las células que forman el biofilm pueden dispersarse mediante los siguientes

mecanismos (Donlan, 2002):

1. Multiplicaciéon de las células que se encuentran en proceso activo de
crecimiento y posterior desprendimiento de las células hijas.

2. Como consecuencia de bajos niveles de nutrientes en el medio.
3. Como respuesta a sefiales quimicas de quorum sensing.

4. A través de la remocién continua de pequefias porciones del biofilm
debido al flujo.

Aparentemente, el modo de dispersion afecta las caracteristicas fenotipicas de
los microorganismos. Los agregados grandes que se desprenden del biofilm
tienden a retener algunas caracteristicas como la resistencia a antimicrobianos,
mientras que las células que se desprenden como resultado de la multiplicacion

celular adoptan rapidamente el fenotipo planctonico (Donlan, 2002).

19



4. Relacion entre la formacion de biofilms y las

enfermedades infecciosas

Queda claro a partir de evidencia epidemiolégica que los biofilms tienen un rol
en las enfermedades infecciosas. El proceso puede ser particularmente
relevante en el caso de pacientes inmunocomprometidos, que son incapaces
de combatir microorganismos invasores. Sin embargo, mas alla de la evidencia,
los procesos exactos por los que los organismos asociados a biofilms provocan
enfermedad en el hospedero humano se comprenden muy poco. Los

mecanismos sugeridos incluyen:

1. Desprendimiento de células o agregados celulares a partir de biofilms: De

los biofilms pueden desprenderse bacterias individuales o agregados
enteros como resultado del crecimiento y divisién bacterianos dentro de los
mismos (Characklis, 1990). Aunque el desprendimiento no ha sido bien
caracterizado para biofiims de implantes médicos, algunos aspectos del
proceso pueden considerarse universales para todos los biofilms
(Characklis, 1990). Estudios han mostrado que un aumento en shear stress,
como el que ocurre cuando hay cambio en la direccion o ritmo de flujo,
resultaria en un aumento de la erosion celular del biofilm (Characklis et al.,
1990). También se ha mostrado que el desprendimiento de células o
agregados puede estar relacionado con cambios en la concentracion de
nutrientes (Characklis, 1990). Un ejemplo tipico de implante médico que
produce infeccion es el catéter urinario. Estos dispositivos constituyen los
implantes médicos mas comunmente utilizados (Darouiche, 2001). Incluso
encontrandose bajo un riguroso cuidado, todos los pacientes cateterizados
durante un periodo mayor a un mes desarrollaran infecciones del tracto
urinario (ITU) (Kunin, 1987). El nimero de pacientes cateterizados es tan
elevado que las ITU asociadas a catéteres (ITU-c) se incluyen entre las
infecciones mas comunes que se adquieren en hospitales y otros centros de
salud (Warren et al., 1989).
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2. Produccion de endotoxinas: ademas de los efectos directos del

desprendimiento celular o resistencia a antimicrobianos, las bacterias gram
negativas que forman parte de los biofilms de implantes médicos producen

endotoxinas, que a su vez inducen una respuesta inmune en el paciente.

Provision de un nicho para la generacidon de microorganismos resistentes a

antibidticos: Se ha demostrado que las bacterias pueden intercambiar
plasmidos mediante conjugacion dentro de los biofilms, y los plasmidos
pueden incluir factores de resistencia a antibidticos (Roberts et al., 1999;
Hausner & Wuertz, 1999). Se esperaria que la proximidad fisica entre
bacterias de una misma microcolonia en un biofilm favorezca Ila
conjugacion, en comparacion con el mismo proceso en bacterias
planctonicas (Ehlers & Bouwer, 1999). Ademas, como se menciond
previamente, el EPS que compone la matriz del biofilm impide fisicamente
el acceso de determinados antibioticos al mismo, lo que confiere una
resistencia intrinseca a las bacterias que lo forman (Donlan & Costerton,
2002). Esto podria ser especialmente relevante en el caso de biofilms de
implantes médicos, donde los microorganismos resistentes podrian ser

diseminados de paciente en paciente (Donlan & Costerton, 2002).
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5. Infecciones del tracto urinario asociadas a

catéeteres (ITU-c)

Los catéteres urinarios son dispositivos médicos tubulares de latex o silicona,
gue se insertan a través de la uretra hasta la vejiga. Estos dispositivos son de
uso comun en hospitales y casas de salud, y se emplean para tratar la
retencion y la incontinencia urinarias, medir la salida de orina o recolectar la
misma durante una cirugia (Jacobsen et al., 2008; Warren, 1997). Aunque
estos dispositivos originalmente fueron disefiados para utilizarse durante
periodos cortos de tiempo, la cateterizacion prolongada se ha convertido en un

procedimiento comun (Jacobsen et al., 2008).

Debido al uso frecuente y muchas veces innecesario de catéteres urinarios
durante la hospitalizacion (entre el 21 y 50% de los pacientes) (Jain et al.,
1995), muchas personas son puestas en riesgo de sufrir complicaciones
asociadas al uso de estos dispositivos, siendo la mas notable el desarrollo de
ITU asociadas a catéteres (ITU-c) (Tambyah & Maki, 2000). Este tipo de
infecciones no sélo son significativas debido a su alta incidencia y costo
econdmico resultante, sino también a las severas consecuencias que pueden
provocar (Tambyah & Maki, 2000).

Las ITU-c son el tipo mas comun de infecciones nosocomiales (80%),
superando el millébn de casos anuales en USA (71) y representando mas del
40% del total de infecciones en hospitales y casas de salud (Warren, 1997;
Stamm, 1991; Stamm & Hooton, 1993; Hartstein et al., 1981).

Los sistemas de catéteres pueden ser abiertos o cerrados. En el caso de los
sistemas abiertos, el catéter drena la orina en un contenedor abierto, mientras
gue en los sistemas cerrados el catéter vacia su contenido en una bolsa de
plastico cerrada (Kaye & Hessen, 1994). En los sistemas abiertos, los catéteres
rapidamente se contaminan y los pacientes normalmente desarrollan ITU en 4
dias (Kaye & Hessen, 1994). Los pacientes con sistemas cerrados son mucho
menos susceptibles a ITU y la orina del paciente puede permanecer estéril de

10 a 14 dias en aproximadamente la mitad de los pacientes (Kaye & Hessen,
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1994). Independientemente de si el sistema es abierto o cerrado, Stickler noto
que entre el 10 y el 50% de los pacientes bajo cateterizacion de corto plazo
(hasta 7 dias) desarrollan infecciones, mientras que practicamente todos los
pacientes bajo cateterizacion prolongada (mas de 28 dias) desarrollaran ITU
(Stickler, 1996). Mc Lean y col. ademas notaron que el riesgo de ITU-c
aumenta aproximadamente en un 10% por cada dia que el paciente permanece

con el catéter (McLean et al., 1995).

Debido a su alta incidencia, los costos médicos totales de las ITU nosocomiales
son muy elevados. Solo en los Estados Unidos el gasto que conllevan estas
infecciones se estima entre 424 y 451 millones de dolares anuales (Jarvis,
1996).

A pesar de que la mayoria de los casos de bacteriurias asociadas al uso de
catéteres son asintomaticos, una vez que se vuelven sintométicos las secuelas
resultantes pueden variar entre moderadas (fiebre, uretritis, cistitis) a severas
(pielonefritis aguda, dafio renal, formacion de calculos, bacteriemia). Si no son
tratadas, estas infecciones pueden llevar a urosepsis y muerte (Warren, 1997,
Niel-Weisse & van der Briek, 2005). Las ITU-c suelen ser recurrentes como
consecuencia del desarrollo de biofilms cristalinos en los catéteres y resultan
en morbilidad a largo plazo (Jacobsen et al., 2008). Estos biofilms no sélo
provocan la incrustacion y bloqueo de los catéteres, sino que aumentan la
resistencia de las bacterias a la respuesta inmune del hospedero y a los
antibioticos (Stickler & Zimanoff, 1994).
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5.1 Patogénesis

A pesar de que el tracto urinario humano sano posee defensas innatas contra
las infecciones microbianas, existen microorganismos especificos que son
capaces de colonizar y sobrevivir en este nicho ambiental. De manera similar a
otros patdégenos de mucosas, los uropatdgenos emplean estrategias
especificas para infectar el tracto urinario, como la colonizacion de catéteres
urinarios y/o células uroepiteliales, la evasion de las defensas del hospedero, y
el dafio a las células del mismo. La insercion de un objeto exdgeno en la vejiga
como lo es un catéter aumenta la susceptibilidad del paciente a ITU, ya que
estos dispositivos introducen microorganismos oportunistas al tracto urinario,
favoreciendo la iniciacion de infecciones. Las infecciones surgen como
resultado de que bacterias comensales se vuelven patdgenos oportunistas,
debido a que maximizan su capacidad de causar enfermedad tomando ventaja
de que las defensas del paciente se encuentran disminuidas (Moore et al.,
2002). Entre los microorganismos oportunistas mas comunes en este tipo de
infecciones se encuentran algunas especies de los géneros Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Serratia y Pseudomonas, asi como la
especie Staphylococcus epidermidis (Moore et al., 2002).). La mayoria de estos
uropatégenos son contaminantes fecales o componentes de la microflora
normal o transitoria de la piel del propio paciente que colonizan el area
periuretral (Clegg & Gerlach, 1987; Daifuku & Stamm, 1986; Leranoz et al.,
1997; Old et al., 1983; Yamamoto et al., 1985). La microflora transitoria que se
origina a partir del personal sanitario o por contacto con otros pacientes puede
incluir cepas nosocomiales resistentes a antibioticos, lo que dificulta el
tratamiento de estas infecciones. La entrada de bacterias a la vejiga puede
darse al insertar el catéter, a través de la luz del mismo o en la interfase
catéter-uretra (Warren, 1996). El mas comun de estos mecanismos en las ITU-
c es el extraluminal (66% de los casos), donde los microorganismos ascienden
desde el meato uretral a lo largo de la interfase catéter-uretra. Los organismos
también pueden entrar intraluminalmente (34%), en el cual las bacterias migran
hacia la vejiga como resultado de la manipulacion del catéter (Tambyah et al.,
1999; Warren, 2001).
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Los catéteres urinarios pueden dafiar la mucosa uroepitelial protectora durante
sSu insercion, lo que expone nuevos sitios de unién para las adhesinas
bacterianas (Garibaldi et al., 1980). Finalmente, la presencia de un catéter en el
tracto urinario interrumpe las defensas mecéanicas naturales del hospedero, lo
que provoca una distension excesiva de la vejiga, impidiendo que ésta se vacie
completamente y acumulando orina residual que constituye un medio de

crecimiento para microorganismos (Hashmi et al., 2003).

Los microorganismos causantes de las ITU-c no necesitan tantos factores de
virulencia para colonizar y establecer una infeccion como los patdogenos que
infectan un tracto urinario completamente funcional, ya que la insercion del

catéter facilita estos procesos.

Las adhesinas bacterianas inician la unién al epitelio al reconocer receptores
celulares de superficie. La adhesion se produce al vencerse la repulsion
electrostética que existe entre la membrana de la célula bacteriana y las
superficies de unién, lo que permite que se establezcan interacciones mas
cercanas entre las mismas (Corpe, 1980). Las adhesinas se expresan
diferencialmente a lo largo del proceso de infeccion, lo que permite no sélo el
reconocimiento de distintos tipos de superficies y tipos celulares por parte del
patdgeno, sino también la evasion del sistema inmune del hospedero. Estas
estructuras son capaces de reconocer componentes especificos de la
superficie de las células del hospedero y de la matriz extracelular, como
proteinas, glicoproteinas, glicolipidos y carbohidratos.

Una vez que se encuentran firmemente adheridas al uroepitelio o a la superficie
del catéter, las bacterias sufren un cambio fenotipico, produciendo EPS que las
rodean y protegen. Los microorganismos adheridos se replican y forman
microcolonias que eventualmente maduran a biofilms (Figura 1). Durante el
desarrollo de estas estructuras y luego de que la poblacién bacteriana alcanza
determinado umbral de concentracion, la formacién y desprendimiento de
microcolonias son regulados por comunicacion intercelular mediante quorum
sensing, a través de la expresion colectiva de determinados genes. El

desprendimiento de células hijas a partir de bacterias en crecimiento, asi como
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de agregados a patrtir del biofilm maduro, pueden comenzar nuevos focos de

infeccion en otros lugares del catéter y la vejiga.

Muchos uropatégenos utilizan la movilidad mediada por flagelos para facilitar la
diseminacion de la infeccién desde el sitio inicial de colonizacidon hacia el resto

del tracto urinario.

5.2 Proteus mirabilis

El género Proteus pertenece a la familia Enterobacteriaceae (Penner, 1984), y
se caracteriza por su capacidad de diferenciarse a partir de una célula
vegetativa swimmer a una célula elongada altamente flagelada conocida como
swarmer. Estos organismos estan ampliamente distribuidos en varios
ambientes, incluyendo aguas contaminadas, suelo y heces, donde Proteus
cumple un rol en la descomposicién de materia organica, asi como en el tracto
digestivo de los mamiferos. Algunas especies de Proteus son agentes
causantes de una variedad de infecciones nosocomiales oportunistas,
incluyendo las del tracto respiratorio, ojos, oido, nariz, piel, quemaduras,
garganta y heridas; también pueden causar gastroenteritis (Penner, 1992;
Rozalski et al.,, 1997). Las bacterias del género Proteus estan mas
comunmente asociadas a ITU en individuos con anormalidades estructurales o
funcionales, y en especial se relacionan a infecciones ascendentes en
pacientes sometidos a cateterizacion (Warren et al., 1982; Warren et al., 1987).
La colonizacién del tracto intestinal le permite a Proteus spp.establecer
reservorios para su transmision al tracto urinario, mediante la colonizacion
intermitente de la region periuretral. Esta colonizacion intermitente puede
derivar en contaminacion del catéter, lo que provoca el desarrollo de

infecciones (Chow et al., 1979).

Las ITU asociadas a Proteus spp. pueden ser dificiles de tratar y la bacteria
tiende a persistir debido a complicaciones asociadas a este tipo de infecciones,
incluyendo formacion de célculos en la vejiga y los rifiones (urolitiasis) que
puede llevar a la obstruccion tanto de los catéteres como del tracto urinario
(Warren et al., 1987; Chow et al., 1979; Scott, 1960). Las especies del género
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Proteus asociadas a ITU son Proteus mirabilis y Proteus vulgaris; P. mirabilis
es la tercer causa mas comun de ITU complicadas (12%), y la segunda causa
mas comun de bacteriuria asociada a catéteres en cateterizaciones a largo
plazo (15%) (Warren, 2001). P. mirabilis debe adaptarse al tracto urinario que
se encuentra bajo cateterizacion y producir un arsenal de factores de virulencia

finamente regulados, algunos de los cuales se detallan a continuacion.

5.3 Adhesinas

Se ha demostrado que las cepas de P. mirabilis son capaces de adherirse a
distintos polimeros utilizados en la fabricacién de catéteres (Hawthorn & Reid,
1990).

Para facilitar la union a estas superficies, las bacterias deben ser capaces de
producir una variedad de factores de adhesion, como fimbrias vy
hemaglutininas, que se cree juegan un papel importante en la iniciacion de las
ITU-c (Hoyle et al., 1992).

P. mirabilis produce varias clases de fimbrias, algunas de las cuales estan
involucradas en la colonizacion del tracto urinario y posiblemente de la
superficie de catéteres. Entre estas se incluyen las fimbrias MR/P (del inglés
mannose-resistant Proteus-like) (Old & Adegbola, 1982), UCA (uroepithelial cell
adhesin) (Wray et al., 1986), PMF (P. mirabilis fimbriae) (Bahrani et al., 1993) y
ATF (ambient temperature fimbriae) (Massad et al., 1996).

Las fimbrias mejor estudiadas son las fimbrias MR/P; este tipo de fimbrias son
sintetizadas in vivo, son inmunogénicas y han sido vinculadas tanto a la
autoagregacion como a la formacién de biofilms. Asimismo, contribuyen a la
virulencia de P. mirabilis, aunque no son imprescindibles para la misma
(Nielubowicz & Mobley, 2010).

Algunos experimentos llevados a cabo por Jansen et al. (Jansen et al., 2004)
sugieren que este tipo de fimbrias definen la localizacién de las bacterias en la
vejiga y contribuyen a la formacion de biofilms, proceso esencial para el
establecimiento de ITU-c.
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Las fimbrias UCA facilitan la union a células uroepiteliales. Las fimbrias ATF no
estarian involucradas en la colonizacion del tracto urinario, mientras que el rol
de las fimbrias PMF en la adhesion a las células del hospedero aun no esta
claro (Belas & Suvanasuthi, 2005).

5.4 Movilidad mediada por flagelos

Generalmente, se considera que los flagelos localizados en la superficie de los
patégenos bacterianos colaboran en la adhesion inicial, colonizacion vy
diseminacién en el hospedero, e interaccion con el ambiente extracelular (Belas
& Suvanasuthi, 2005). En el caso de P. mirabilis, estas estructuras de
superficie son importantes para el proceso conocido con el nombre de
swarming. Teniendo en cuenta que la habilidad de P. mirabilis de diseminarse
desde el sitio inicial de colonizacion en la superficie del catéter hasta las células
uroepiteliales del tracto urinario es critica para poder establecer ITU-c, la
movilidad flagelar y potencialmente el swarming podrian tener un papel

importante en este tipo de infecciones.

El swarming es un proceso de diferenciacion multicelular inducido que les
permite a los microorganismos moverse de manera coordinada y expandirse
sobre una superficie sélida (Mobley & Belas, 1995; Rather, 2005; Williams &
Schwarzhoff, 1978). Durante el crecimiento en un medio liquido, las especies
de Proteus toman la forma de un bacilo movil de entre 1 y 2 um de largo que
muestra un fenotipo distintivo, el cual incluye la presencia de flagelos peritricos.
Sin embargo, cuando son transferidas a un medio sdlido, estas células
swimmer se diferencian en formas swarmer hiperflageladas, multinucleadas,
elongadas y no septadas que miden entre 20 y 80 pym de largo. Estas células
swarmer diferenciadas migran desde el sitio original de inoculacién de una
manera rapida y altamente coordinada que depende de interacciones

multicelulares y sefalizacién célula-célula (Belas, 1992).
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Figura 2: Cultivo en placa de P. mirabilis en el que se aprecia el fenémeno de swarming (fotografia tomada en el

Departamento de Microbiologia del [IBCE)

5.5 Formacion de biofilms

Luego de la colonizacién inicial de la superficie del catéter durante una ITU-c,
P. mirabilis forma caracteristicos biofilms cristalinos. Estas estructuras
favorecen la supervivencia de P. mirabilis en el tracto urinario, contribuyendo
en forma evidente a la adhesién de los microorganismos a superficies y
protegiéndolos de la acciébn de antibidticos y la respuesta inmune del
hospedero (Hoyle et al., 1992). La formacién de cristales durante las ITU
producidas por Proteus es caracteristica de este tipo de infecciones y es critica
para el desarrollo de biofilms cristalinos. Este tipo de biofilms causan
incrustaciones capaces de bloquear los catéteres, lo que los vuelve

especialmente problematicos.

Un elemento esencial en la formacion de cristales y por lo tanto en el desarrollo
de biofilms cristalinos, es la enzima ureasa producida por P. mirabilis (Musher
et al., 1975). La urea se encuentra presente en la orina humana en
concentraciones que llegan hasta 500 mM (Breitenbach & Hausinger, 1988;
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Jones & Mobley, 1987), por lo que no es de sorprender que las ureasas
bacterianas jueguen un rol importantisimo en las ITU causadas por Proteus
(Griffith et al., 1976). La ureasa de P. mirabilis se induce en presencia de urea,
por lo que se asume que se expresa durante el crecimiento en orina (Jacobsen
et al., 2008). La ureasa contribuye al desarrollo de cristales, debido a que
cataliza la hidrdlisis de urea en dioxido de carbono y amoniaco, el cual
alcaliniza el medio local. Este aumento en el pH de la orina provoca la
precipitacion de fosfato de calcio y fosfato de magnesio-amonio, formando
cristales de carbonato de apatita y carbonato de estruvita respectivamente
(Griffith et al., 1976). Estos cristales forman agregados macroscopicos junto
con las células bacterianas, que se acumulan en la superficie del epitelio
urinario y del catéter, formando biofilms y obstruyendo eventualmente el flujo
de orina (Stickler et al., 2006). Esto puede producir retencion de orina en la
vejiga o incontinencia provocada por la pérdida de orina alrededor de los
bordes del catéter, lo cual puede comprometer seriamente la salud del paciente
(Stickler & Morgan, 2006). Una consecuencia secundaria es la acumulaciéon de
niveles toxicos de amoniaco a partir de la hidrélisis de la urea, lo cual puede

dafiar los tejidos incluyendo el epitelio renal (Musher et al., 1975).

Estos biofilms cristalinos deben ser eliminados del hospedero para poder
resolver la infeccion completamente, ya que los agentes antimicrobianos
pueden resultar inefectivos para eliminar las poblaciones bacterianas asociadas
al biofilm (Burke et al., 1981).

30



7. Microscopia laser confocal como herramienta para

el estudio de bhiofilms

El conocimiento de los biofilms ha ido desarrollandose paralelamente con las
metodologias utilizadas para su estudio y caracterizaciéon (Donlan & Costerton,
2002). Los primeros trabajos se basaban en la microscopia electronica de
barrido, la cual utiliza solventes organicos para deshidratar gradualmente la
muestra antes de examinarla. Este proceso de deshidratacion provoca una
distorsion significativa de los biofilms, lo que proporciona una vision
engafiosamente simple de su estructura (Donlan & Costerton, 2002; Trautner &
Darouiche, 2004).

El desarrollo de la microscopia laser confocal (MLC) en la década de los 80
cambié radicalmente la percepcién que se tenia sobre la estructura y funcién
de los biofilms (Davey & O’Toole, 2000). A pesar de que no cuenta con el gran
poder de resolucion de la microscopia electrénica, esta técnica no requiere de
una preparacion previa de la muestra, por lo que ofrece la enorme ventaja de
poder visualizar biofilms completamente hidratados (Costerton et al., 1995;
Lawrence et al., 1991; de Beer & Stoodley, 1995).Esto ha permitido una mejor
comprension de la elaborada estructura tridimensional de los biofilms, asi como

la observacion de su desarrollo en el tiempo.

El uso de MLC implica marcar a los microorganismos con fluoréforos, los
cuales emiten luz a determinadas longitudes de onda y pueden ser utilizados
para examinar funciones celulares especificas (Donlan & Costerton, 2002).

Moviendo el objetivo en el eje z a intervalos regulares, se obtienen secciones
Opticas consecutivas denominadas stacks. De esta manera, la MLC permite
obtener un gran nimero de imagenes de planos diferentes de la muestra, lo
gue elimina efectos fuera de foco que si estan presentes cuando se utilizan
otros tipos de microscopia (Donlan & Costerton, 2002; de Beer et al., 1994).
Como resultado se obtiene un conjunto de datos tridimensionales que provee
informacion sobre la estructura espacial del objeto. La calidad y precision de

esta informacion depende del grosor de la muestra y del espacio entre stacks
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consecutivos. Utilizando herramientas informaticas se pueden generar varios
aspectos del objeto a partir del set de datos 3D (reconstruccion 3D, secciones
Opticas en cualquier orientacion, etc.) (de Beer et al., 1994).

Para poder extraer parametros morfolégicos y evaluar la formacion de los
biofilms de manera cuantitativa es necesario procesar las imagenes, para lo
cual se emplean algoritmos y descriptores matematicos (de Beer & Stoodley,
1995). Este proceso incluye la distincion entre “voxeles” (pixeles de 3D) que
contienen fondo de aquellos que contienen informacién biologica relevante (de
Beer & Stoodley, 1995).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis
Se propone que al igual que otras especies bacterianas, P. mirabilis es capaz
de formar biofilms siguiendo patrones especificos y que estructuras como

fimbrias y flagelos de este microorganismo jugarian un rol en la formacion y

desarrollo de los biofilms.

Objetivo general

Caracterizar la formacion, arquitectura y desarrollo de biofilms de P. mirabilis y
evaluar el papel de flagelos y fimbrias, factores potencialmente asociados con

su urovirulencia.

Objetivos especificos

1. Evaluar el crecimiento de una cepa uropatogénica de P. mirabilis, asi
como de cinco mutantes isdégenicas, en orina artificial.

2. Determinar la capacidad de adhesion de P. mirabilis a distintas
superficies abioticas.

3. Evaluar las propiedades de hidrofobicidad de la superficie bacteriana
implicadas en la formacion de biofilms.

4. Caracterizar y comparar la formacién, arquitectura y desarrollo de los
biofims de P. mirabilis en orina artificial mediante microscopia laser

confocal (MLC) de las cepas mencionadas en el punto 1.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas bacterianas y medios de cultivo

Se empled una cepa uropatogénica de origen clinico aislada de un paciente
con infeccion del tracto urinario (ITU) sintoméatica, la cual ha sido caracterizada
fenotipica y genotipicamente en el Departamento de Microbiologia del Instituto
de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE) (Zunino et al., 2000).
Con el fin de evaluar el papel de flagelos y diversos tipos de fimbrias en el
proceso de formacién de los biofilms, se utilizaron un conjunto de cepas
mutantes isogénicas incapaces de expresar fimbrias ATF, UCA, PMF, MR/P y
flagelos. En la Tabla 1 se detallan las cepas empleadas y sus caracteristicas

relevantes.

Como se observa en la Tabla 1, todas las cepas mutantes fueron derivadas de

la cepa salvaje Pr2921.

Las cepas fueron cultivadas aerébicamente a 37° C en caldo LB (triptona 1%,
extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.5%, pH 6.8) y en orina artificial (OA). El
medio LB se suplementd con agar 1.5% cuando se requirié medio sélido, y con
el antibidtico kanamicina (Km, concentracién final 40 pg/mL) cuando fue
necesario. El tiempo de incubacién vari6 de acuerdo al ensayo,

especificAndose el mismo en cada caso.

Las cepas fueron conservadas en LB-glicerol 12% a -80°C con el objetivo de

preservarlas a largo plazo.
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Tabla 1. Cepas bacterianas empleadas. Amp: ampicilina, Tet: tetraciclina, Eri: eritromicina, Pol:

polimixina, Km: kanamicina, S: sensible, R: resistente.

Cepas Descripcion Caracteristicas relevantes Fuente/referencia
Pr2921 | Aislamiento clinico, Amp®, Tet®, Erif, Pol®, Zunino et al., 2000
paciente con ITU swarming®, hemolisina®,
sintomatica ureasa’
AF Mutante flaA-B, Amp®, Tet®, Eri¥, Pol?, Km®, | Scavone, P. Tesis de Doctorado
derivada de Pr2921 swarming’, hemolisina®, en proceso, PEDECIBA Biologia
ureasa’
MSD2 Mutante mrpA, Amp®, Tet®, Eri¥, Pol?, Km", Zunino et al., 2001
derivada de Pr2921 swarming®, hemolisina®,
ureasa’
P2 Mutante pmfA, Amp’®, Tet®, Eri¥, Pol®, Km", Zunino et al., 2003
derivada de Pr2921 swarming®, hemolisina’,
ureasa’
um1 Mutante ucaA, Amp’®, Tet®, Eri¥, Pol®, Km", Pellegrino et al., 2005
derivada de Pr2921 swarming®, hemolisina®,
ureasa’
A4 Mutante atfA-C, Amps, Tet®, Eri?, Pol®, Km®, Zunino et al., 2000

derivada de Pr2921

H + . . +
swarming’, hemolisina’,
ureasa’
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2. Analisis del crecimiento de P. mirabilis en orina artificial

Como paso inicial fue necesario realizar las curvas de crecimiento de P.
mirabilis en OA, ya que no se disponia de datos referentes al crecimiento del
microorganismo en este medio. EI mismo ensayo fue llevado a cabo
paralelamente en LB con el fin de comparar el crecimiento de P. mirabilis en
ambos medios y determinar el tiempo de incubacion necesario para cada uno

de los ensayos a realizar.

La OA se preparo6 de acuerdo al protocolo descrito por Soriano y colaboradores
(Soriano et al., 2009), utilizando 0,49 g/L de cloruro de calcio, 0,65 g/L de
cloruro de magnesio, 4,6 g/L de cloruro de sodio, 2,3 g/L de sulfato de sodio,
0,65 g/L de citrato de sodio, 0,02 g/L de oxalato de sodio, 2,8 g/L de fosfato de
potasio, 1,6 g/L de cloruro de potasio, 1,0 g/L de cloruro de amonio, 25 g/L de

ureay 1,0 g/L de caldo tripticasa de soja. La OA se llevo a un pH final de 6,2.

Se prepararon suspensiones en PBS de DOs40= 0.1 a partir de cultivos frescos
en agar LB (LA), y se emplearon 10 pL de las mismas para inocular placas de
microtitulacién de 96 pocillos conteniendo 200 uL de LB u orina artificial. Las
placas se pusieron a incubar a 37°C con agitacion, realizandose medidas de
absorbancia en el tiempo inicial y sucesivamente cada dos horas a 540 nm en
el caso de los cultivos en orina artificial, y a 600 nm para los cultivos en LB,

hasta alcanzar las 30 horas de incubacion.

Para los cultivos en orina artificial, se realizaron medidas de pH del medio junto

con las medidas de absorbancia.

36



3. Evaluacién del papel de flagelos y fimbrias en la formacion y desarrollo

de biofilms de P. mirabilis uropatogénico

3.1 Evaluacion de la hidrofobicidad de la superficie bacteriana

La hidrofobicidad celular es una propiedad fisica de la superficie bacteriana que
potencia la afinidad de la misma por sustratos no polares como las superficies
plasticas, lo que estd implicado en la adhesion y por lo tanto, en la capacidad
de formacion de biofilms. Para evaluar la influencia de los flagelos y distintos
tipos de fimbrias en esta propiedad, se empleé el método de particion por
xileno (Bibiloni et al., 2001).

A patrtir de cultivos frescos de las cepas en LA, se prepararon suspensiones en
PBS de DOs40= 0.2-0.3. Se emplearon 10 pL de las suspensiones para inocular
tubos de vidrio conteniendo 5 mL de LB u orina artificial y los mismos fueron
incubados 48 horas a 37°C sin agitacion. Partiendo de estos cultivos, se
prepararon suspensiones en PBS de similar DOs49, las cuales se mezclaron
con xileno y se dejaron reposar durante 20 minutos para permitir que se
separaran por decantacion la fase organica y la acuosa. A continuacion, se
removid esta Ultima y se midid la DOsy de la misma. La disminucion de la
turbidez de esta fase se consider6 como una medida de la hidrofobicidad de la

superficie bacteriana, que se calcul6 segun la féormula

HY%= [(Ao-A)/Ag] X 100

donde H% corresponde al indice de hidrofobicidad, y Ag y A corresponden a la
DOs40 medida antes y después del tratamiento con xileno respectivamente.
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3.2 Determinacion de la capacidad de formacién de biofilms en

superficies abidticas

Para determinar la capacidad de adhesién a superficies abidticas se empleo
una técnica semicuantitativa que permite estimar indirectamente el biofilm
adherido a las mismas mediante tincion con cristal violeta (CV) (O’'Toole &
Kolter, 1998). En el presente trabajo se emplearon placas de microtitulacion de
poliestireno y tubos de vidrio, para evaluar si existen diferencias de adhesion

entre una superficie y otra.

Para el ensayo en tubo, se prepararon suspensiones bacterianas en PBS de
DOs40= 0.2-0.3 a partir de cultivos frescos en LA y se emplearon 10 pL de las
mismas para inocular tubos de vidrio conteniendo 5 mL de LB u orina artificial.
Estos cultivos iniciales, o precultivos, se prepararon con el doble objetivo de
estandarizar la concentracion de partida y de lograr que las bacterias se
encontraran en etapa exponencial de crecimiento al momento de inocular los
cultivos finales. Asimismo, cumplen el propdsito de aumentar la concentracion

bacteriana.

Los precultivos fueron incubados 48 horas a 37°C sin agitacion y se emplearon
30 pL de los mismos para inocular 3 mL de medio en tubos de vidrio. Dichos
tubos se incubaron a su vez 24 horas sin agitacién junto con tubos que
contenian sélo medio para ser usados como blancos. Luego, se removi6 el
medio, se lavdo dos veces con agua destilada para eliminar las células
plancténicas y las células adheridas se tifieron con CV 1% durante 20 minutos.
A continuacién, se solubilizé el CV con 3 mL de etanol 95% y se determiné la
DOs40.

Para el ensayo en placa, se sigui6 el mismo procedimiento, empleandose 20 uL
de los precultivos iniciales para inocular 200 yL de medio por pocillo. Como

blancos de absorbancia se utilizaron pocillos que sélo contenian medio.
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4. Caracterizacion de la formacion y arquitectura de biofilms de P.

mirabilis uropatogénico

Se realizé una caracterizacion morfo-topolégica de los biofiims de la cepa
salvaje asi como de las mutantes mediante MLC. Para ello, se prepararon
cultivos de todas las cepas en caldo LB y en orina artificial en tubos de plastico
conteniendo cubreobjetos de vidrio estériles, los cuales fueron utilizados como
soporte para la formacion de biofilms. Se obtuvieron biofilms correspondientes
a 1 hasta 7 dias de incubacion. Con el fin de observarlos mediante MLC, se
realizé inmunofluorescencia in situ de los mismos (Nadell et al., 2008; Brady et
al., 2007; Chalmers et al., 2008) empleando un anticuerpo primario anti-P.
mirabilis policlonal previamente obtenido en el Departamento de Microbiologia
del 1IBCE (Schlapp et al., 2011) y un anticuerpo secundario anti-lgG de raton
acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FIT-C). Los biofilms fueron tratados
ademas con el fluréforo Hoescht 33342 con el objetivo de marcar el ADN

bacteriano. A continuacion se detallan los procedimientos realizados.

4.1 Formacion de biofilms in vitro

A partir de cultivos frescos de todas las cepas en LA se prepararon
suspensiones en PBS de DOs40= 0.2-0.3 y se emplearon 300 pL de las mismas
para inocular tubos de plastico conteniendo 30 mL de medio y un cubreobjetos
de vidrio estéril cada uno. Los tubos se incubaron a 37°C sin agitacion y los
cubreobjetos se retiraron diariamente hasta el séptimo dia de incubacion. Una
vez obtenidos de esta manera, los cubreobjetos se colocaron en camaras
himedas a temperatura ambiente y los biofilms se fijaron con paraformaldehido

4% durante 15 minutos para ser sometidos a inmunofluorescencia in situ.
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4.2 Inmunofluorescencia in situ de biofilms

Este ensayo se llevd a cabo de acuerdo al método descrito por Schlapp y
colaboradores (Schlapp et al., 2011). Los cubreobjetos fijados en
paraformaldehido se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con un buffer
permeabilizante (BP: albumina bovina 2%, NH4Cl 50 mM y saponina 0,1% o
Triton 100 0,3% en PBS) durante 15 minutos. Se realizaron 3 lavados con PBS
y se incubd por una hora con una diluciéon 1/50 de suero policlonal anti-P.
mirabilis, preparada en buffer no permeabilizante (BNP, albimina bovina 2% y
NH4Cl 50 mM en PBS). Se procedi6 a lavar 3 veces con PBS y finalmente los
cubreobjetos fueron expuestos a 1 uL de FIT-C anti-lgG de raton y 7,5 yL de
Hoescht 33342, ambos diluidos en 100 pyL de buffer NP, durante 30 minutos.
Se realizé un ultimo lavado y se monto sobre portaobjetos empleando 10 pL de
citifluor AF1 (agente antidecolorante en solucion de glicerol y PBS) como
solucion montante y los cubreobjetos se conservaron a 4°C en camaras

himedas hasta su visualizacion, con el fin de evitar su deshidratacion.

4.3 Analisis de la estructura tridimensional de los biofilms mediante MLC

Los biofilms fueron examinados mediante un microscopio laser confocal directo
Olympus BX-61 FV300, empleando el software Olympus Fluoview Versién 4.3.
Tanto el microscopio como el software se encuentran disponibles en el IIBCE.
La visualizacion se llevé a cabo con un objetivo de inmersiéon en aceite 100x,
apertura numérica 1.35 y empleando laseres de excitacidbn/emision 488/520 nm
(KrAr) y 405/460 nm. Se seleccionaron entre 3 y 5 campos al azar en cada
cubreobjetos y se obtuvieron stacks en el eje z empleando un step size de 0.3
pMm entre una imagen y la siguiente. Se utilizé un tamano de imagen de 1024 x

1024 pixeles y un tamano de pixel de 0.070 pm.
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4.4 Procesamiento de imagenes obtenidas mediante MLC

Una imagen es una representacion visual de un objeto o grupo de objetos. El
procesamiento de imagenes consiste en obtener la informacion que éstas

contienen con el fin de cuantificarla (Image-Pro® Plus).

4.4.1 Deconvoluciéon de imagenes

La deconvolucion es una técnica de procesamiento de datos que revierte la
distorsidbn Optica generada por un microscopio al adquirir una imagen,
mejorando su contraste y resolucion. En esencia, las técnicas de deconvolucion
utilizan informacion que describe como el microscopio produce una imagen
borrosa (fenbmeno conocido como blurring), como base para una

transformacién matematica que reenfoca o agudiza la imagen (Schlapp, 2009).

Las imagenes se deconvolucionaron utilizando el software Huygens Scripting

(Scientific Volume Imaging, Hilversum, Netherlands —http://www.svi.vl/www.svi.vl).

4.4.2 Segmentacion de imagenes

La segmentacién es un método muy importante de procesamiento de imagenes
gue permite distinguir objetos que contienen informacion biolégica relevante de
aquellos que no; éstos Ultimos constituyen el fondo o background de la imagen
(Parton & Davis, 2004).

Las imagenes deconvolucionadas se segmentaron en forma manual
empleando la plataforma IDL 7.0 (Interactive Data Language, ITT, Co, USA),

con el cual se desarroll6 el software Sciansoft (www.scian.cl).

La segmentacion se llevo a cabo utilizando técnicas de thresholding (umbral) y
filtrado. El thresholding permite reducir la imagen a sélo dos colores: blanco y
negro. Esto se logra especificando el rango de intensidades que se quiere
enfatizar (las cuales se designan en blanco) y convirtiendo todas las demas a
negro (Parton & Davis, 2004).

Los filtros reducen o aumentan las transiciones de intensidad que hay dentro

de una imagen: las areas de una imagen en las que hay cambios repentinos de
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intensidad aparecen como bordes marcados, mientras que aquellas en las que
hay cambios graduales se ven como bordes mas suaves. La técnica de filtrado
actua detectando y modificando el cambio en estos bordes; puede aumentar
las diferencias de intensidad en un borde suave para hacerlo aparecer mas
marcado, o reducir las diferencias de intensidad en bordes fuertes para
suavizarlos. Los filtros modifican el valor de cada pixel basandose en los

pixeles que lo rodean.

En el presente trabajo se emplearon diferentes filtros, incluyendo median, que
suaviza imagenes preservando los contornos, open close, que cierra contornos
abiertos, y fill remove, que rellena huecos y remueve objetos pequefios
(Schlapp, 2009; Parton & Davis, 2004).

4.4.3 Célculo de parametros y reconstruccion de modelos 3D de biofilms

A partir de las imagenes segmentadas y de los modelos 3D se calculo el
namero de bacterias, el volumen total de bacterias y el volumen total cubierto

para cada stack.

El volumen total de bacterias es la sumatoria de los volumenes individuales de
todas las bacterias de un stack, mientras que el volumen total cubierto de cada

campo se calculd a partir de la formula

Vtc = Vbactx 100
Vol tot stack

Donde Vic corresponde al volumen total cubierto, Vbact al volumen total de

bacterias y Vol tot stack al volumen total del stack.

Para calcular este ultimo primeramente fue necesario obtener el area real de
imagen, el cual resulta de multiplicar el tamafio de pixel (0.070 pm) por la
cantidad total de pixeles (1024) y elevar al cuadrado el resultado (71.68 um).

Este Ultimo paso se debe a que el largo y el ancho de la imagen son iguales.
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El procedimiento se puede resumir en la siguiente férmula:

Area imagen = (0.070 um x 1024 pixeles)® = 5138 ym?

Una vez conocida el &rea se procedié a calcular el volumen de cada stack,
multiplicando la misma por la distancia entre un slice y el siguiente (0.3 um).
Finalmente, para obtener el volumen total del stack se multiplicé el ancho por el
largo del slice, por la cantidad total de slices en el stack, por el step size entre

un slice y el siguiente.

El procedimiento se puede resumir en la formula

Vol tot stack = 71.68 um x 71.68 um x 0.3 pum x N9 slices

5. Andlisis estadistico

Para comparar los resultados obtenidos en todos los ensayos para las distintas

cepas y medios de crecimiento se empleé el test estadistico de Duncan.

Por otro lado, para determinar las diferencias entre los valores de los
parametros obtenidos por andlisis de imagenes se utilizo el test estadistico t de

student.

En todos los casos, las diferencias se consideraron significativas cuando p
<0,05.
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RESULTADOS

1. Analisis del crecimiento de P. mirabilis en orina

artificial

Como primera aproximacion al estudio del crecimiento de P. mirabilis en OA se
realizaron las curvas de crecimiento de todas las cepas en dicho medio
(Figuras 3 a 8), asi como en LB, con el fin de determinar la existencia de

diferencias entre el crecimiento en uno y otro medio.
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Figura 3: Crecimiento de la cepa salvaje Pr2921 en LB y OA
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Figura 4: Crecimiento de la cepa mutante flagelar AF en LB y OA.
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Figura 5: Crecimiento de MSD2 (cepa mutante en fimbrias MR/P) en LB y OA.
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Figura 6: Crecimiento de P2 (cepa mutante en fimbrias PMF) en LB y OA
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Figura 7: Crecimiento de UM1 (cepa mutante en fimbrias UCA) en LB y OA
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Figura 8: Crecimiento de A4 (cepa mutante en fimbrias ATF) en LB y OA

El crecimiento en LB resultd ser similar para todas las cepas, asi como el

crecimiento en OA.

Sin embargo, al comparar el crecimiento en los distintos medios se observé
gue a tiempos finales de incubacién la absorbancia de los cultivos de OA es
aproximadamente la mitad que la de los cultivos en LB. Esto indicaria que P.
mirabilis no logra alcanzar recuentos tan altos al ser cultivado en OA como los

que alcanza al ser cultivado en LB.

Teniendo en cuenta que P. mirabilis es capaz de expresar la enzima ureasa, la
cual provoca la acumulacion de amonio en el medio y por lo tanto su
alcalinizacion, se determiné el pH de la OA junto con cada medida de
absorbancia con el fin de evaluar la existencia de una relacion entre el aumento
del mismo y los bajos recuentos observados en los tiempos finales de
incubacion. A partir de los resultados obtenidos se realizaron graficas de pH en
funcién del tiempo de incubacién en OA para todas las cepas. Debido a que los
valores fueron iguales en todos los casos, sb6lo se muestra la gréafica

correspondiente a la cepa salvaje Pr2921 (Figura 9).
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Figura 9: Grafica de pH del medio en funcion de tiempo de incubacion del cultivo de la cepa
salvaje Pr2921 en OA

Los resultados muestran un aumento en el pH de la OA que coincide en el
tiempo con la entrada del microorganismo en la etapa exponencial del

crecimiento (Figuras 3 a 9).
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2. Evaluacion del papel de flagelos y fimbrias en la
formacion y desarrollo de biofiims de P. mirabilis

uropatogénico

2.1 Evaluacion de la hidrofobicidad de la superficie bacteriana

A partir de los resultados obtenidos del ensayo de particion por xileno se
calcularon los indices de hidrofobicidad de cada cepa en ambos medios; los
mismos se muestran en la grafica a continuacion (Figura 10). Con el fin de
comparar los valores obtenidos se realizo el test estadistico de Duncan, en

donde las diferencias se consideraron significativas para valores de p<0.05.
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Figura 10: Grafica del indice de hidrofobicidad de cada cepa en LB y OA. El asterisco
anaranjado marca los casos donde hubo diferencias significativas respecto a la cepa salvaje
Pr2921, mientras que las cepas que presentaron diferencias significativas entre LB y OA son

sefialadas por un tridngulo rojo bajo el gje.
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Al analizar los resultados del ensayo realizado en LB se pudo observar que no
hubo diferencias significativas entre los valores de los indices de hidrofobicidad
de las cepas mutantes con respecto a la salvaje.

Por otro lado, al ser cultivadas en OA los indices de AF y P2 (incapaces de
expresar flagelos y fimbrias PMF respectivamente) resultaron
significativamente mayores que el de la cepa salvaje Pr2921, mientras que los

de las restantes cepas mutantes fueron significativamente menores.
Al comparar los indices de hidrofobicidad de cada cepa entre ambos medios se

observd un aumento significativo en el indice de Pr2921, AF y P2 cuando las

cepas fueron cultivadas en OA.
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2.2 Determinacion de la capacidad de formacién de biofilms en

superficies abidticas

A continuacién se presentan los resultados obtenidos en los ensayos de

adhesién a poliestireno (Figura 11) y a vidrio (Figura 12).

[
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Figura 11: Gréfica de adhesion a poliestireno a las 24 hs de incubacién en LB y OA para todas
las cepas. El asterisco anaranjado marca los casos donde hubo diferencias significativas
respecto a la cepa salvaje Pr2921, mientras que las cepas que presentaron diferencias

significativas entre LB y OA son sefialadas por un tridngulo rojo bajo el eje.

Con excepcion de A4 (mutante en fimbrias ATF), que no presenté diferencias
significativas con la cepa salvaje, los valores de adhesion a poliestireno en LB
de todas las cepas mutantes fueron significativamente mayores que los de la

cepa salvaje Pr2921.

En cuanto a la adhesién a poliestireno en OA, el valor de la mutante en fimbrias
UCA (UM1) resulto significativamente menor que el de la cepa salvaje; el resto
de las cepas mutantes no presentaron diferencias significativas con respecto a
Pr2921.
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En todos los casos la adhesion a poliestireno fue significativamente mayor en
LB que en OA.
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Figura 12: Gréafica de adhesion a vidrio a las 24 hs de incubacién en LB y OA para todas las
cepas El asterisco anaranjado marca los casos donde hubo diferencias significativas respecto a
la cepa salvaje Pr2921, mientras que las cepas que presentaron diferencias significativas entre

LB y OA son sefialadas por un triangulo rojo bajo el gjex.

Con respecto a los resultados del ensayo de adhesién a vidrio, en LB ninguna
de las cepas mutantes mostrd diferencias significativas con respecto a la cepa

salvaje.

En OA, en cambio, los valores de adhesion de todas las cepas mutantes

resultaron significativamente mayores que el de Pr2921.

Los valores de adhesion de AF, UM1 y A4 (mutantes en flagelos, fimbrias UCA

y fimbrias ATF respectivamente) resultaron significativamente mayores en OA
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con respecto a LB. El resto de las cepas no mostré diferencias significativas

entre uno y otro medio.
Comparacion en la formacion de biofilms sobre vidrio y poliestireno

Al comparar los valores de adhesion a las distintas superficies, se observé que
en LB la adhesion a poliestireno fue significativamente mayor que la adhesién a

vidrio para todas las cepas.

En OA los valores de adhesion a poliestireno de la cepa salvaje Pr2921 y las
mutantes en fimbrias UCA y ATF (UM1 y A4 respectivamente) resultaron
significativamente mayores que los de adhesion a vidrio, mientras que el resto
de las cepas no presentaron diferencias significativas entre ambas superficies
al ser incubadas en este medio.
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3. Caracterizacion de la formacion y arquitectura de

biofilms de P. mirabilis uropatogénico

Una vez que las imagenes obtenidas mediante MLC fueron deconvolucionadas
y segmentadas, se procedié a calcular los parametros de volumen y a la
reconstruccién de modelos 3D mediante el software ScianSoft. Los resultados

obtenidos se muestran a continuacion.

3.1 Calculo de parametros

Para cada cepa, cada medio y cada dia de incubacién se calcularon 3
paradmetros diferentes: numero de bacterias, volumen ocupado y volumen total

cubierto.

3.1.1 Ndmero de bacterias

Una vez determinado el numero de bacterias presentes en cada campo, se
calcularon el promedio y la desviacion estandar y a partir de los valores
obtenidos para cada cepa se graficé el niumero de bacterias en funcién del

tiempo de incubacion (Anexo I).

Los resultados obtenidos con respecto al nimero de bacterias se resumen en

las tablas a continuacion (Tablas 2-4).
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Relacion entre el nimero de bacterias de las distintas cepas en LB

y OA
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
Pr2921 i
AF
MSD2
P2
UM1
A4

Tabla 2: Diferencias significativas en nimero de bacterias entre LB y OA. Los dias en los que
el parametro es significativamente mayor en LB que en OA se marcan en azul oscuro, mientras
gue aquellos en los que es significativamente menor se marcan en celeste. Test estadistico t
de Student, p < 0.05

La tabla 2 permite observar que, con excepcion de Pr2921 en el cuarto dia de
incubacion, en todos los casos en los que el nUmero de bacterias presentd
diferencias  significativas entre los medios el pardmetro resultd
significativamente mayor en LB que en OA.

Ademads, se observa que mientras que la mutante flagelar AF presenta
diferencias significativas entre ambos medios a lo largo de todo el tiempo de
incubacion, en el caso de la mutante fimbrial MSD2 no hay diferencias

significativas en ningun dia de incubacion.
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Variacion del niumero de bacterias respecto a la cepa salvaje
Pr2921

LB OA
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 |Dl1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
AF
MSD2
P2
UM1
Ad

Tabla 3: Diferencias significativas en nimero de bacterias de las cepas mutantes con respecto
a la salvaje en LB y OA. Los dias en los que el nimero de bacterias de las cepas mutantes
resultd significativamente mayor que el de Pr2921 se marcan en violeta oscuro, mientras que
los dias en los que resulto significativamente menor con respecto a la cepa salvaje se marcan

en lila. Test estadistico t de Student, p < 0.05

La tabla 3 muestra que cuando los microorganismos fueron incubados en LB se
observ6 una mayor cantidad de diferencias significativas en el nimero de

bacterias entre Pr2921 y las cepas mutantes.

Al comparar las cepas mutantes con respecto a la salvaje se observa que AF,
P2, UM1 y A4 presentan un mayor numero de bacterias que Pr2921 la mayoria
delos dias de incubacion en LB. Por otro lado, el nimero de bacterias de MSD2

no superé significativamente en ningln momento al de la cepa salvaje.

A partir de la tabla también fue posible notar que si bien se observaron
diferencias significativas con Pr2921 la mayoria de los dias de incubacion en
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LB,en OA las cepas mutantes Gnicamente presentaron diferencias con la

salvaje el tercer o cuarto dia de incubacion.

Variacion en el niumero de bacterias de las distintas cepas a lo largo del tiempo

de incubacién

LB OA

Pr2921  AF  MSD2 P2 UMl A4 |Pr2921  AF  MSD2 P2 UMl A4
D1-D2 A A
D2-D3 | A v v A A
D3-D4| V¥ v
D4-D5 | A v
D5-D6 A v
De-D7 | V¥ v v A

Tabla 4: Diferencias significativas en nimero de bacterias entre dias de incubacién en LB y
OA. Los dias consecutivos en los que hubo un aumento significativo del nimero de bacterias
se marcan con un tridngulo, mientras que los que mostraron una disminucion significativa se

sefialan con un triangulo invertido. Test estadistico t de Student, p < 0.05
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La tabla 4 permite notar que para todos los casos en LB se produce una mayor
cantidad de variaciones en el niumero de bacterias a lo largo del tiempo que en
OA.

3.1.2 Volumen total de bacterias

El volumen total de bacterias de cada campo se calculé6 sumando el volumen
individual de cada bacteria presente en el mismo. Los graficos de volumen total
de bacterias en funcién del tiempo de incubacion representan los valores

promedio y desvios estandar para cada condicion (Anexo II).

Los resultados obtenidos con respecto al volumen total de bacterias se

resumen en las tablas a continuacion (Tablas 5-7).

Relacién entre el volumen total de bacterias de las distintas cepas en LB y OA

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

Pr2921 i

AF

MSD2

P2

UMl

Ad

Tabla 5: Diferencias significativas en volumen total de bacterias entre LB y OA. Los dias en los
gue el parametro es significativamente mayor en LB que en OA se marcan en azul oscuro,
mientras que aquellos en los que es significativamente menor se marcan en celeste. Test

estadistico t de Student, p < 0.05
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Al igual que en el caso del numero de bacterias, el volumen total de bacterias
resulto significativamente mayor en LB que en OA en todos los casos donde se
observaron diferencias significativas entre ambos medios, con excepcion de la
cepa salvaje. En este caso, sin embargo, la diferencia fue en el sexto dia de

incubacion.

Es destacable que en el segundo dia de incubacion el volumen total de
bacterias fue significativamente mayor en LB que en OA para la mayoria de las
cepas.

Variacion del volumen total de bacterias respecto a la cepa salvaje Pr2921

LB OA
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 |Dl1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
AF
MSD2
P2
UM1
A4

Tabla 6: Diferencias significativas en volumen total de bacterias de las cepas mutantes con
respecto a la salvaje en LB y OA. Los dias en los que el volumen de bacterias de las cepas
mutantes resulté significativamente mayor que el de Pr2921 se marcan en violeta oscuro,
mientras que los dias en los que resulté significativamente menor con respecto a la cepa

salvaje se marcan en lila. Test estadistico t de Student, p < 0.05

Con excepcion de la cepa MSD2 (incapaz de expresar fimbrias MR/P), el

volumen total de bacterias de las cepas mutantes resulto significativamente
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mayor que el de la cepa salvaje Pr2921 los dias en los que se observaron
diferencias significativas. En LB, dichas diferencias se observaron mayormente
los dias 2 y 4 de incubacion, mientras que en OA las mismas se dieron

mayormente el sexto dia de incubacion.

LB OA

Pr2921  AF  MSD2 P2  UML A4 |Pr2921  AF  MSD2 P2  UML A4
D1-D2 A A A A
D2-D3 | A v v v A
D3-D4 | V¥ v
D4-D5 | A A
D5-D6 A v A v
D6-D7 v A

Tabla 7: Diferencias significativas en volumen total de bacterias entre dias de incubacién en LB
y OA. Los dias consecutivos en los que hubo un aumento significativo del nimero de bacterias
se marcan con un tridngulo, mientras que los que mostraron una disminucion significativa se

sefialan con un triangulo invertido. Test estadistico t de Student, p < 0.05
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Variacion en el volumen total de bacterias de las distintas cepas a lo largo del

tiempo de incubacion

Se observo que en LB las cepas AF, MSD2, P2 y UM1 (mutantes en flagelos,
fimbrias MR/P, PMF y UCA respectivamente) mostraron un aumento en el
volumen total de bacterias al segundo dia de incubacion, mientras que AF, P2y

UML1 presentaron una disminucién en el valor del parametro al dia siguiente.

Al igual que sucedio en el caso del numero de bacterias, la mayoria de las

variaciones en el volumen total de bacterias fueron en LB.
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3.1.3 Volumen total cubierto

A partir de los valores obtenidos de volumen total cubierto de cada stack se
calcularon el promedio y el desvio estandar para cada cepa y cada condicion, y
los resultados fueron graficados en funcion de los dias de incubacion (Anexo

I)y.

Los resultados obtenidos con respecto al volumen total cubierto se resumen en

las tablas a continuacion (Tablas 8-10).

Relacién entre el volumen total cubierto de las distintas cepas en LB y OA

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

AF

MSD2

P2

UMl

A4

Tabla 8: Diferencias significativas en volumen total cubierto entre LB y OA. Los dias en los que
el pardmetro es significativamente mayor en LB que en OA se marcan en azul oscuro. Test
estadistico t de Student, p < 0.05

Todos los casos en los que se observaron diferencias significativas en el
volumen total cubierto entre ambos medios los valores resultaron
significativamente mayores en LB con respecto a OA, similarmente a lo
observado para los otros dos parametros.



En el caso de las cepas mutantes en flagelos, fimbrias PMF y fimbrias UCA
(AF, P2 y UM1 respectivamente) se observaron diferencias significativas al
segundo dia de incubacion, mientras que dos de las cepas restantes las
presentaron al primer dia (cepa salvaje) y al tercero (A4, mutante en fimbrias

ATF).

Variacion del volumen total cubierto respecto a la cepa salvaje Pr2921

LB OA

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 |Dl1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

AF | _.

MSD2

P2

UM1

N N

Tabla 9: Diferencias significativas en volumen total cubierto de las cepas mutantes con
respecto a la salvaje en LB y OA. Los dias en los que el volumen total cubierto de las cepas
mutantes resulto significativamente mayor que el de Pr2921 se marcan en violeta oscuro,
mientras que los dias en los que resulto significativamente menor con respecto a la cepa

salvaje se marcan en lila. Test estadistico t de Student, p <0.05

Al igual que sucedio en el caso del volumen total de bacterias, se observo una
mayor cantidad de diferencias significativas entre Pr2921 y las cepas mutantes

cuando las mismas fueron cultivadas en LB.
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D1-D2

D2-D3

D3-D4

D4-D5

D5-D6

D6-D7

De la misma manera, los valores de la mayoria de las cepas mutantes fueron
significativamente mayores que los de la cepa salvaje los dias 2y 4 de

incubacién en LB.

Por otro lado, en OA se registraron menos diferencias entre las cepas mutantes
y Pr2921. Fue posible notar que en el sexto dia de incubacion en este medio
tanto la mutante flagelar como las mutantes en fimbrias MR/P y ATF

presentaron valores significativamente menores a los de la cepa salvaje.

Variacion en el volumen total cubierto de las distintas cepas a lo largo del

tiempo de incubacion

LB OA

Pr2921  AF MSD2 P2 UMl A4 |Pr2921 AF  MSD2 P2 UMl A4

A A A
A v v v v A
v v
A

A
v v A

Tabla 10: Diferencias significativas en volumen total cubierto entre dias de incubacién en LB y
OA. Los dias consecutivos en los que hubo un aumento significativo del nimero de bacterias
se marcan con un tridngulo, mientras que los que mostraron una disminucion significativa se

sefialan con un triangulo invertido. Test estadistico t de Student, p < 0.05
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Al igual que para los demas parametros, en todos los casos se observo una
mayor variacion en el volumen total cubierto cuando las bacterias se cultivaron

en LB con respecto a cuando fueron crecidas en OA.

Al segundo dia de incubacién en LB el volumen total cubierto de las cepas AF,
MSD2 y UML1 (incapaces de expresar flagelos, fimbrias MR/P y fimbrias UCA
respectivamente) aumento significativamente, mientras que al dia siguiente
estas cepas junto con P2 (mutante en fimbrias PMF) presentaron una

disminucion en el valor de este parametro.

Es importante notar que las dos cepas restantes, la salvaje y la mutante en

fimbrias ATF, mostraron un aumento al tercer dia y una disminucioén al cuarto.

3.2 Construccion de modelos 3D de biofilms

A continuacion se muestran los modelos 3D de los biofilms construidos a partir
de las imagenes que se obtuvieron mediante MLC (Figuras 13-16).

Para el célculo de parametros sélo se utilizaron datos de biofilms marcados con
Hoestch, sin embargo, en esta seccion se muestran también modelos

construidos a partir de biofilms marcados con FIT-C.

Para cada cepa se muestran los modelos correspondientes al segundo y quinto
dia de incubacién, en LB y OA. Los modelos que se aprecian en azul
corresponden a aquellos biofilms marcados con el fluoréforo Hoestch, mientras
que los que aparecen en verde corresponden a los biofilms marcados con el
fluoréforo FIT-C.
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P. mirabilis Pr2921

P. mirabilis AF

P. mirabilis MSD2

Dia 2

LB

Dia 5

Figura 13: Modelos tridimensionales de los biofilms
formados por las cepas Pr2921, AFy MSD2 en los dias 2 y
5 de incubacion en LB.
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P. mirabilis P2

P. mirabilis UM1

P. mirabilis A4

Dia 2

LB

Dia 5

Figura 14: Modelos tridimensionales de los biofilms
formados por las cepas P2, UM1y A4 en los dias 2 y 5 de

incubacién en LB.




Dia 2

OA

Dia 5

P. mirabilis Pr2921

P. mirabilis AF

P. mirabilis MSD2

Figura 15: Modelos tridimensionales de los biofilms
formados por las cepas Pr2921, AFy MSD2 en los dias 2 y

5 de incubaciéon en OA.
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Dia 2

P. mirabilis P2

P. mirabilis UM1

OA

Dia 5

P. mirabilis A4

Figura 16: Modelos tridimensionales de los biofilms
formados por las cepas P2, UM1y A4 en los dias 2 y 5 de

incubacion en OA.
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DISCUSION

Los biofilms son comunidades formadas por microorganismos adheridos de
manera irreversible a un sustrato o interfase, embebidas en una matriz de
polimeros extracelulares de produccién propia, que exhiben un fenotipo
particular en relacion a las tasas de crecimiento y expresion de genes (Donlan
& Costerton, 2002).

Los biofilms son relevantes en diversos contextos, en particular en el ambito
médico y clinico donde se asocian a diversos tipos de infecciones cronicas y a
aquellas causadas por implantes médicos (Costerton et al., 1999).

Entre los implantes médicos méas comunmente usados se ubican los catéteres
urinarios (Darouiche, 2001). La relevancia clinica del uso de catéteres se
manifiesta en el desarrollo de infecciones urinarias, que afectan muy
frecuentemente a pacientes que se encuentran bajo cateterizacion prolongada.
Estas infecciones estan asociadas a la formacion de biofilms en la superficie de
los catéteres, y pueden causar cistitis y complicaciones serias como
pielonefritis, bacteriemia y formacién de célculos, los cuales se asocian a
bloqueo de los catéteres y dafio severo en el parénquima renal (Rozalski et al.,
1997; Trautner & Darouiche, 2004; Coker et al., 2000).

Varios trabajos han descrito la formacion de un biofilm como un proceso
secuencial altamente regulado compuesto por varias etapas diferenciadas en
las cuales estan implicados diversos factores bacterianos, incluyendo flagelos,
adhesinas fimbriales y no fimbriales, exopolisacaridos y otros (Davey &
O’Toole, 2000; Costerton et al., 2003).

Proteus mirabilis es una bacteria Gram negativa movil, que infecta
preferentemente el tracto urinario superior causando ITU recurrentes y
complicadas (Foxman, 2003; Mathai et al., 2001; Scavone, 2006; Song &
Abraham, 2008).

P. mirabilis es capaz de formar biofilms en catéteres urinarios (Hall-Stoodley et
al., 2004; Gilbert et al., 1997; Nichols et al., 1988). Diversos tipos de fimbrias
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estan potencialmente vinculados con la adhesiéon mientras que los flagelos son
responsables de la movilidad bacteriana, por lo que estas estructuras podrian
asociarse con la formacién de biofilms (Nichols et al., 1988).

El objetivo del presente trabajo consisti6 en caracterizar los biofilms de P.
mirabilis uropatogénico en orina artificial (OA) y evaluar el papel de flagelos y
fimbrias, factores potencialmente asociados a su urovirulencia, en su formacién
y desarrollo.

Para cumplir con estos fines se utilizd una cepa salvaje aislada de un caso
clinico y cinco mutantes isogénicas incapaces de expresar flagelos y distintos

tipos de fimbrias.

Analisis del crecimiento de P. mirabilis en orina artificial

Multiples estudios muestran que la adhesién inicial de los microorganismos a
una superficie se ve influida por las condiciones ambientales, afectando el
proceso de formacién de los biofilms (Fletcher & Pringle, 1986; Nyvad & Kilian,
1990; O’Toole et al., 2000; Poulsen et al., 1993; Wang et al., 1996; Fletcher,
1996; O'Toole & Kolter, 1998; Pratt & Kolter, 1998). Con respecto a P. mirabilis
en particular, Stickler y colaboradores observaron que la estructura de los
biofiims de este microorganismo varia segun el medio de cultivo empleado
(Stickler et al., 2008).

Teniendo en cuenta estos datos, en el presente trabajo se empleé orina
artificial como medio de cultivo con el fin de proveer al microorganismo
estudiado de condiciones ambientales similares a las encontradas en la orina
humana. Las gréficas de crecimiento de P. mirabilis en LB y OA se realizaron
con el objetivo de comparar el crecimiento del microorganismo en ambos

medios.

Todas las cepas presentaron un comportamiento similar en ambos medios de
cultivo, por lo que las mutaciones en flagelos y fimbrias no afectaron el

crecimiento bacteriano.
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Por otro lado, la evolucion de la concentracion bacteriana que se observa en
LB y OA estaria influenciada por la distinta naturaleza de los medios, ya que
tanto las condiciones de incubacion como el inoculo fueron los mismos en
todos los casos.

P. mirabilis expresa la enzima ureasa, la cual cataliza la hidrdlisis de urea en
dioxido de carbono y amoniaco. La acumulacion de este ultimo provoca una
alcalinizacion progresiva del medio, la cual se ve evidenciada por el aumento
de pH en funcion del tiempo observado en este trabajo. Previamente, Jones y
colaboradores (Jones et al., 2007) realizaron medidas del pH de la OA en
funcién del tiempo de incubacion de P. mirabilis en este medio, obteniendo
resultados muy similares. Brooks y Keevil propusieron en un estudio anterior
que el aumento de pH seria la causa del crecimiento limitado del
microorganismo en orina artificial (Brooks & Keevil, 1997). Esta hipotesis

concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo.

Evaluacion del papel de flagelos y fimbrias en la formacién y

desarrollo de biofilms de P. mirabilis uropatogénico

Evaluacion de la hidrofobicidad de la superficie bacteriana

El primer paso en el proceso de formacién de un biofiim es la adhesion
reversible de las bacterias a una superficie. Dicha adhesion depende en gran
medida de interacciones hidrofébicas, por lo que la hidrofobicidad de la

superficie bacteriana juega un rol esencial en este proceso.

Los resultados obtenidos a partir de la evaluacion del indice de hidrofobicidad
indicarian que el medio en el que es cultivado el microorganismo ejerce cierta
influencia sobre las caracteristicas de la superficie bacteriana, ya que los
valores de cada cepa variaron de un medio a otro.

Estas observaciones concuerdan con estudios realizados previamente en los
que se determind que ciertos factores ambientales serian responsables de
desencadenar cambios en la expresion génica de las bacterias que provocan la

transicion de la vida plancténica a la vida en superficie, la cual comienza con la
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adhesion (Fletcher & Pringle, 1986; Nyvad & Kilian, 1990; O’'Toole et al., 2000;
Poulsen et al., 1993; Wang et al., 1996; Fletcher, 1996; O'Toole & Kolter, 1998;
Pratt & Kolter, 1998).

Jacobs y Chenia (Jacobs & Chenia, 2011) desarrollaron un criterio de
clasificacion de microorganismos segun la hidrofobicidad de su superficie: las
bacterias con un indice de hidrofobicidad superior al 50% poseen una
superficie fuertemente hidrofobica; la superficie de aquellas cuyo indice se
encuentra entre el 20 y el 50% es moderadamente hidrofébica, mientras que
las que tienen un indice menor al 20% poseen una superficie hidrofilica.
Siguiendo este criterio, tanto la cepa aflagelada como la mutante en fimbrias
PMF mostraron tener una superficie fuertemente hidrofobica al ser cultivadas
en orina artificial. Por lo tanto, la ausencia de estos factores contribuiria a
aumentar la hidrofobicidad de superficie de P. mirabilis.

Al igual que la cepa salvaje Pr2921, la superficie de la cepa mutante en
fimbrias ATF resultd moderadamente hidrofébica, mientras que las cepas
mutantes en fimbrias MR/P y UCA presentaron superficies hidrofilicas en orina
artificial. Estos resultados muestran que los distintos tipos de fimbrias asi como

los flagelos afectan la hidrofobicidad de superficie de P. mirabilis.

El mismo ensayo fue llevado a cabo previamente en el Departamento de
Microbiologia del IIBCE, empleando las mismas cepas que en el presente
estudio (con excepcion de la mutante flagelar AF) cultivadas en LB (Schlapp,
2009). Los resultados de Schlapp mostraron que en este medio los indices de
las cepas mutantes en fimbrias PMF y UCA fueron significativamente mayores
que los de la cepa salvaje (Schlapp, 2009). En este trabajo, sin embargo,
ninguna de estas mutantes presentd diferencias significativas con la cepa

salvaje con respecto a su indice de hidrofobicidad en LB.
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Determinacion de la capacidad de formacion de biofilms en superficies

abioticas

La presencia de fimbrias y flagelos influyen en la velocidad y la extension de la
adhesién de las células bacterianas, por lo que estas estructuras de superficie
podrian estar involucradas en las etapas iniciales de la formacion de los
biofilms (Donlan, 2002; O'Toole & Kolter, 1998). El uso de cepas mutantes ha
sido crucial para estudiar esta relacion en el laboratorio.

Adhesidn a poliestireno

El hecho de que la adhesion de las bacterias a una superficie no sea igual en
los medios empleados en el presente trabajo confirma que el ambiente en el
que crece el microorganismo influye sobre su capacidad de adhesién (O'Toole
et al.,, 2000; Katsikogianni & Missirlis, 2004). Al igual que los resultados del
ensayo de hidrofobicidad estas observaciones coinciden con trabajos previos
de otros investigadores que proponen que la expresion de algunos
componentes bacterianos que facilitan la vida bajo la forma de biofilms (como
podrian serlo fimbrias y flagelos) esta también influida por el medio en el que
crecen los microorganismos (Fletcher & Pringle, 1986; Nyvad &Kilian, 1990;
O'Toole et al., 2000; O’'Toole & Kolter, 1998; Poulsen et al., 1993; Wang et al.,
1996; Fletcher, 1996; Pratt & Kolter, 1998).

En la mayoria de los casos, las cepas mutantes presentaron a las 24 horas de
incubacion valores de adhesién a poliestireno iguales o significativamente
mayores que los de la cepa salvaje en orina artificial y LB respectivamente, lo
que indicaria que los flagelos y las fimbrias individualmente no serian
indispensables para la formacién de biofilms en orina artificial. Por otro lado, en
LB las cepas mutantes en fimbrias MR/P, PMF y UCA serian capaces de
adherirse a poliestireno en mayor proporcion que la cepa salvaje, por lo que la
ausencia de cada uno de estos tipos de fimbrias seria ventajosa para P.

mirabilis al momento de llevar a cabo este proceso.
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Rocha y colaboradores (Rocha et al., 2007) sugieren que la capacidad de P.
mirabilis de adherirse a poliestireno podria ser importante para el
establecimiento de las ITU en pacientes cateterizados, y que la colonizacion de
vejiga y rifiones es multifactorial y varios tipos de fimbrias podrian cooperar en

este proceso.

Adhesiodn a vidrio

Al igual que en el ensayo llevado a cabo sobre poliestireno, la adhesién

bacteriana a vidrio resulté diferente en LB que en OA.

Con respecto a las diferencias entre cepas, es interesante destacar que todas
las cepas mutantes presentaron una adhesion a vidrio significativamente
superior a la de la cepa salvaje en OA. Teniendo en cuenta que el ensayo de
hidrofobicidad en OA mostré que la mutante flagelar presenta una superficie
fuertemente hidrofobica, la mutante en fimbrias ATF tendria una superficie
moderadamente hidrofébica y la mutante en fimbrias UCA una superficie
hidrofilica, y que los valores de adhesion de las tres cepas resultaron
particularmente elevados en este medio en comparacion con la cepa salvaje,
podemos sugerir que la adhesién de P. mirabilis a vidrio estaria influenciada
por varios factores y no uUnicamente por la hidrofobicidad de la superficie

bacteriana.

Pompilio y colaboradores (Pompilio et al., 2008) observaron que a pesar de que
la hidrofobicidad de la superficie bacteriana esta involucrada tanto en la
adhesién como en la formacién de biofilms de Stenotrophomonas maltophilia,
no seria el Unico factor que regula estos procesos. Asimismo, en el trabajo de
Jacobs y Chenia (Jacobs & Chenia, 2011) los autores proponen que la
adhesién no dependeria de la hidrofobicidad.

Los resultados del presente trabajo, sin embargo, no permitieron establecer
una relacién entre la hidrofobicidad de la superficie bacteriana y la capacidad

de adhesion.
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Comparacién en la formacioén de biofilms sobre vidrio vy poliestireno

Numerosos trabajos indican que los microorganismos se adhieren mas
rapidamente a superficies no polares que a superficies hidrofilicas (Donlan,
2002; Pringle et al., 1983; Bendinger et al.,, 1993; Mittelman, 1996). Los
resultados del presente trabajo confirmarian esta hipétesis para LB, ya que en
este medio las cepas tendieron a adherirse significativamente mas a

poliestireno que a vidrio durante el mismo tiempo de incubacion.

Por otro lado, la adhesion de las cepas mutantes en flagelos, fimbrias MR/P y
fimbrias PMF a ambas superficies fue similar cuando las bacterias se incubaron
en OA. En el caso de las mutantes en flagelos, fimbrias MR/P y PMF los
valores de adhesién no se vieron afectados significativamente con respecto a

los de la cepa salvaje.

Caracterizacion de la formacién y arquitectura de biofilms de P.

mirabilis uropatogénico

El estudio de los biofilms se ha visto limitado por la dificultad de analizar estas
comunidades microbianas en su estado natural, debido a que las
aproximaciones experimentales tradicionalmente empleadas implican la
fijacion, deshidratacion de la muestra, lo cual reduce o elimina caracteristicas
esenciales de estos sistemas como lo son la estructura y organizacién de los
mismos (Lawrence et al., 1998).

Diversos métodos han sido empleados con el fin de analizar los biofilms en su
estado original, de los cuales las mas exitosas han sido las técnicas de
microscopia. Una de las mas versétiles y efectivas es la MLC, que permite el
analisis detallado y no destructivo de biofilms microbianos gruesos vy

completamente hidratados (Lawrence et al., 1998).
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Las secciones o¢pticas eliminan la informacion fuera de foco y permiten obtener
imagenes digitales claras y nitidas con mejor resolucion. Estas caracteristicas
posibilitan que las imagenes sean procesadas y analizadas, permitiendo al
usuario obtener informacion cuantitativa y realizar reconstrucciones

tridimensionales de los biofilms (Lawrence et al., 1998).

Célculo de pardmetros

NUmero de bacterias

Los resultados del calculo del nUmero de bacterias muestran que el parametro
presenté una mayor variacion a lo largo del tiempo cuando las cepas fueron
cultivadas en LB con respecto al crecimiento en OA. La disponibilidad de
nutrientes es una de las diferencias principales entre estos medios, ya que el
LB es un medio rico mientras que la OA es un medio minimo, por lo que ésta
podria ser un factor capaz de afectar el crecimiento bacteriano bajo la forma de

biofilms.

Las diferencias entre el numero de bacterias de las cepas mutantes con
respecto a la salvaje indicarian que los flagelos y fimbrias son factores que
influyen sobre este parametro. En LB, la ausencia de fimbrias MR/P afecta
notoriamente la capacidad de P. mirabilis de alcanzar numeros elevados de
bacterias en el biofilm, mientras que la ausencia de fimbrias UCA, por el

contrario, potenciaria este proceso.

Volumen total de bacterias

Al igual que en el caso del numero de bacterias, los valores de este parametro
obtenidos en OA resultaron menores que aquellos obtenidos en LB. De forma
similar al caso anterior, el volumen total de bacterias mostrd una variacion mas

marcada a lo largo del tiempo cuando el medio de cultivo utilizado fue LB.

La ausencia de fimbrias MR/P disminuye notoriamente el volumen total de

bacterias que logra alcanzar P. mirabilis a lo largo de los 7 dias de incubacion
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en relacion a la cepa salvaje, tanto en OA como en LB. Estos datos coinciden
con los resultados de Schlapp (Schlapp, 2009) y sugieren que este tipo de
fimbrias cumple una funcion en la formacion y desarrollo de los biofilms,
probablemente relacionada a la adhesidn entre las distintas células
bacterianas. Jansen y colaboradores (Jansen et al., 2004) sugirieron
numerosas ventajas que esta capacidad de autoagregacion le aportaria a las
bacterias, como evasion del sistema inmune y una mayor facilidad de
intercambio de moléculas sefalizadoras (quérum sensing) y de adhesion a
superficies. Estos autores notaron que la expresion constitutiva de fimbrias
MR/P en P. mirabilis potencia el desarrollo del biofilm durante las primeras 48
horas. Para explicar estas observaciones, Jansen y colaboradores propusieron
gue este tipo de fimbrias permitiria a las bacterias autoagregarse, acelerando
las primeras etapas del proceso de desarrollo.

Por otro lado, los flagelos y los restantes tipos de fimbrias ensayados no serian
necesarios para que el biofilm alcance un volumen elevado de bacterias, sino
gue en LB la falta de fimbrias UCA y ATF incluso potencia el volumen
bacteriano total del biofilm en relacion a la cepa salvaje. Una explicacion
posible es que estas estructuras al estar presentes podrian enmascarar sitios
de la superficie bacteriana que permitirian a los microorganismos adherirse
entre si. Una hipotesis similar fue planteada por Pompilio y colaboradores en su
trabajo con Stenotrophomonas maltophilia para explicar la falta de una

correlacién positiva entre la hidrofobicidad y la movilidad de la bacteria.

Volumen total cubierto

Los resultados del célculo del volumen total cubierto en cada medio mostraron
que se produce una mayor variacién del parametro a lo largo del tiempo en LB
gue en OA y que el mismo es significativamente superior en este medio que en
OA en muchos de los casos ensayados. Ademas, las cepas mutantes difirieron
en mayor medida con respecto a la cepa salvaje cuando se utiliz6 LB como

medio de cultivo.
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La cepa mutante en fimbrias MR/P mostré menor volumen total cubierto que la
cepa salvaje a lo largo de todo el tiempo de incubacion, lo que confirma que
este tipo de fimbrias seria importante para la formacion y posteriores etapas del
biofilm. Estas observaciones coinciden una vez mas con el trabajo de Jansen y
colaboradores, quienes notaron que la formacion de biofillms en ausencia de

MR/P se ve disminuida pero no impedida.

Este no seria el caso de los flagelos y los restantes tipos de fimbrias
ensayados, ya que las cepas incapaces de expresar estas estructuras no
presentaron un volumen total cubierto disminuido, sino incluso superior al de la
cepa salvaje en varios casos. Estas observaciones indican que a pesar de que
la ausencia de flagelos y fimbrias PMF, UCA y ATF no impide la formacion de
biofilms, propiedades como el volumen y la forma de los mismos se ven

alteradas al no estar presentes estas estructuras.

Chiang y Burrows observaron que cepas mutantes de Pseudomonas
aeruginosa incapaces de generar movimiento twitching forman biofilms que
poseen una estructura tridimensional de “hongo” grande y definida (Chiang &
Burrows, 2003). Por otro lado, los biofilms de la cepa salvaje se distribuyen de
manera mas uniforme en la superficie de adhesion. Para explicar estos
resultados, los autores propusieron que las fimbrias de tipo IV, responsables
del movimiento twitching, podrian ser importantes para la colonizacion de todo
el sustrato, y que la ausencia del movimiento twitching provocaria el desarrollo
de microcolonias localizadas y de tamafio desproporcionado.

Los resultados de este trabajo permitieron apreciar que las cepas mutantes en
fimbrias UCA, PMF y ATF forman biofilms de caracteristicas similares a las
descritas por Chiang y Burrows, por lo que es posible que en P. mirabilis estos
tres tipos de fimbrias cumplan funciones analogas a las de las fimbrias de tipo
IV en P. aeruginosa.

El comportamiento del parametro fue similar para varias de las cepas, lo que
refuerza la idea de que el biofilm se desarrolla siguiendo las mismas etapas en

todas ellas.
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Construccion de modelos 3D de biofilms

A partir de los modelos 3D de los biofilms fue posible visualizar diferencias
entre uno y otro medio con respecto a la estructura asi como a la cantidad de
bacterias que componen los mismos.

Mientras que los biofiims formados en LB presentan una estructura
tridimiensional caracteristica en forma de “hongo”, los que se formaron en OA
poseen una forma mas achatada. Estas diferencias de estructura fueron
observadas previamente en P. mirabilis por Jones y colaboradores, quienes
propusieron que seria causada por la falta de nutrientes en la OA (Jones et al.,
2007).

Con respecto a la cantidad y volumen bacteriano de los biofilms, los modelos
muestran las mismas diferencias entre las cepas mutantes y la salvaje que se
apreciaron en el célculo de parametros. Asimismo, las imagenes obtenidas
mediante MLC permitieron observar que los biofilms formados por las cepas
mutantes diferian en su estructura tridimensional de aquellos formados por la

cepa salvaje.

A pesar de estas diferencias, todas las cepas mutantes fueron capaces de
formar biofims en ambos medios. Por lo tanto, a pesar de que la falta de
flagelos y fimbrias no evitaria que P. mirabilis forme biofilms, estas estructuras
cumplirian un rol en el proceso de desarrollo de los mismos, afectando su

estructura tridimensional.

Se puede concluir que la MLC probé ser una herramienta muy valiosa en el
estudio de los biofiims de P. mirabilis, ya que permiti6 complementar los
resultados obtenidos en los otros ensayos con la visualizacion directa de los
biofilms hidratados, lo cual no es posible lograr empleando técnicas diferentes
de microscopia que requieren el tratamiento de la muestra previamente a su

visualizacion.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los resultados de este estudio permitieron concluir que el medio en el que es
cultivado P. mirabilis afectaria propiedades de superficie tales como su
hidrofobicidad y su capacidad de adhesién. Estas propiedades estan asociadas
a los primeros estadios del proceso de formacion de biofilms, por lo que el

medio de cultivo influiria también sobre el mismo.

La ausencia de las fimbrias MR/P afectdé la formacion de biofiims de P.
mirabilis, por lo que estas estructuras cumplirian una funcion en este proceso.
Individualmente, ni los flagelos ni los otros tipos de fimbrias ensayados serian
indispensables para que P. mirabilis forme biofilms, aunque podrian jugar un rol

relacionado con su estructura y estabilidad.

Teniendo en cuenta que las condiciones del medio afectan fuertemente la
formacion y desarrollo de los biofilms bacterianos, se propone caracterizar la
formacion de biofilms de P. mirabilis en un sistema de flujo continuo. Asimismo,
se pretende comparar mediante técnicas moleculares la expresion génica
diferencial en P. mirabilis formando biofilms con respecto a su contraparte

planctonica.
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ANEXO |

NUmero de bacterias

Una vez determinado el numero de bacterias presentes en cada campo, se
calcularon el promedio y la desviacién estandar y a partir de los valores
obtenidos para cada cepa se graficé el niumero de bacterias en funcion del

tiempo de incubacién (Figuras 13 a 18).



Pr2921 (Cepa salvaje)

El nimero de bacterias de Pr2921 se mantuvo constante durante los dias 1y 2
de incubacion en LB, y al tercer dia aumentd en forma significativa. Al cuarto
dia se observd una disminucion significativa del parametro, el cual fue en
aumento los dias 5 y 6 para nuevamente disminuir al dia final de incubacion.

En OA el Unico cambio significativo en el nimero de bacterias fue una
disminucién al dia 5 de incubacion (Figura 13), aunque se observaron

aumentos lentos en el parametro hasta el dia 4, asi como los dias 6y 7.

El valor del pardametro resultd significativamente mayor en LB con respecto a
OA los dias 1, 3 y 5 de incubacion, mientras que en el dia 4 se observo el caso

contrario (Figura 13).
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Figura 13: Gréafica de numero de bacterias en funcién del tiempo de incubacion en LB y OA
para la cepa salvaje Pr2921. Los dias en los que se observaron diferencias significativas
entre LB y OA son sefialados por un triangulo rojo bajo el gje x.



AF (mutante flagelar)

En el caso de AF el numero de bacterias mostréo un aumento significativo al
segundo dia de incubacion en LB y disminuyé al tercer dia. EI parametro se
mantuvo constante durante los dias 4 y 5, aumento significativamente al dia 6 y
finalmente disminuyé al dia 7. En OA no hubo diferencias significativas en el
namero de bacterias de un dia al siguiente (Figura 14).

El nUmero de bacterias de esta cepa resulté significativamente mayor en LB
con respecto a OA durante todos los dias de incubacion (Figura 14).

El nimero de bacterias de AF resultd significativamente menor que el de la
cepa salvaje Pr2921 el primer dia de incubaciéon en LB, y significativamente
mayor los dias 2, 4, 6 y 7.En OA, el valor del parametro fue significativamente

menor que el de Pr2921 el dia 4 de incubacion (Figura 14).
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Figura 14: Gréfica de numero de bacterias en funcion del tiempo de incubacién en LB y OA
para la cepa mutante flagelar AF. El recuadro anaranjado marca los casos donde hubo
diferencias significativas respecto a la cepa salvaje Pr2921, mientras que los dias en los que se
observaron diferencias significativas entre LB y OA son sefialados por un triangulo rojo bajo el

eje x.



MSD2 (Mutante en fimbrias MR/P)

Con respecto al numero de bacterias de MSD2, el unico cambio significativo
gue se observo fue un aumento en el parametro al dia 2 de incubacion en LB.
Cuando la cepa se cultivo en OA el parametro no vario significativamente de un
dia al siguiente, aunque se observo un incremento del nimero de bacterias al
dia 7 en ambos medios (Figura 15).

Tampoco hubo diferencias significativas entre ambos medios para esta cepa
(Figura 15).

En relacion a la cepa salvaje, el numero de bacterias de MSD2 fue
significativamente menor los dias 1, 2, 3, 5y 6 de incubacién en LB, asi como

el cuarto dia de incubacion en OA (Figura 15).
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Figura 15: Grafica de nimero de bacterias en funcion del tiempo de incubacion en LB y OA
para la mutante fimbrial MSD2. El recuadro anaranjado marca los casos donde hubo
diferencias significativas respecto a la cepa salvaje Pr2921.



P2 (mutante en fimbrias PMF)

En LB el numero de bacterias de P2 no vari6 significativamente hasta el dia 3
de incubacién, cuando disminuyd significativamente. Al dia 4 el parametro
aumentd y nuevamente disminuyé al dia 5, aunque estos cambios no fueron
significativos. Por otro lado, durante los dias 6 y 7 el numero de bacterias se
mantuvo constante. En OA no se observaron cambios significativos en el
parametro hasta el dltimo dia de incubacion, en el que el nimero de bacterias
disminuyo significativamente (Figura 16).

En el segundo dia de incubacién el parametro result6 significativamente mayor
en LB que en OA (Figura 16). A diferencia de lo observado en el resto de las
cepas, el pardmetro resulté mayor en OA con respecto a LB los dias 3,5y 6 de
incubacion, a pesar de que estas diferencias no fueron significativas.

El nimero de bacterias de P2 fue significativamente mayor que el de la cepa
salvaje Pr2921 durante los dias 1, 2, 4 y 7 de incubacion en LB, y
significativamente menor los dias 3, 5 y 6. En OA, el parametro resulté
significativamente mayor que el de Pr2921 los dias 3 y 4 de incubacion (Figura
16).
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Figura 16: Gréafica de numero de bacterias en funcién del tiempo de incubacién en LB y OA
para la mutante fimbrial P2. El recuadro anaranjado marca los casos donde hubo
diferencias significativas respecto a la cepa salvaje Pr2921, mientras que los dias en los
gue se observaron diferencias significativas entre LB y OA son sefialados por un triangulo
rojo bajo el eje x.



UM1 (mutante en fimbrias UCA)

Si bien el numero de bacterias de la cepa UM1 tuvo cierta variacion en el
tiempo, la misma no fue significativa en ninguno de los casos.

Sin embargo, en los dias 4 y 5 de incubacion el parametro resultd
significativamente mayor en LB que en OA (Figura 17).

En relacion a la cepa salvaje, el numero de bacterias de UM1 fue
significativamente mayor los dias 1, 2, 4, 5y 6 de incubacion en LB, mientras
gue resultd significativamente menor el cuarto dia de incubacion en OA (Figura
17).
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Figura 17: Gréfica de numero de bacterias en funcion del tiempo de incubacién en LB y OA
para la mutante fimbrial UM1. El recuadro anaranjado marca los casos donde hubo
diferencias significativas respecto a la cepa salvaje Pr2921, mientras que los dias en los
gue se observaron diferencias significativas entre LB y OA son sefialados por un triangulo
rojo bajo el eje x.



A4 (mutante en fimbrias ATF)

En el caso de A4, el nimero de bacterias mostr6 un aumento significativo del
dia 2 a 3 de incubacién en LB, pero disminuyd significativamente entre el tercer
y cuarto dia, asi como entre el quinto y el sexto. En OA el parametro también
aumentd significativamente entre los dias 2 y 3, pero a diferencia de lo que se
observé en LB volvié a mostrar un aumento significativo entre el 6to y 7mo dia
de incubacion (Figura 18).

Hasta el cuarto dia de incubacion en OA se observé un aumento en la cantidad
de bacterias de A4, aunque el mismo solo fue significativo al tercer dia. El
parametro disminuyé los dias 5 y 6, aunque estos cambios no fueron
significativos, y aumento significativamente en el dltimo dia de incubacion en
OA.

El pardmetro resultd significativamente mayor que el de la cepa salvaje Pr2921
los dias 1, 2 y 4 de incubacion en LB, pero significativamente menor el sexto
dia. En OA el numero de bacterias fue significativamente mayor al de Pr2921 el

tercer dia de incubacion (Figura 18).
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Figura 18: Gréafica de numero de bacterias en funcién del tiempo de incubacién en LB y OA
para la mutante fimbrial A4. El recuadro anaranjado marca los casos donde hubo
diferencias significativas respecto a la cepa salvaje Pr2921, mientras que los dias en los
que se observaron diferencias significativas entre LB y OA son sefialados por un triangulo
rojo bajo el eje x.



ANEXO Il

Volumen total de bacterias

El volumen total de bacterias de cada campo se calculé6 sumando el volumen
individual de cada bacteria presente en el mismo. Los graficos de volumen total
de bacterias en funcién del tiempo de incubacion representan los valores

promedio y desvios estandar para cada condicion (Figuras 19 a 24).



Pr2921 (Cepa salvaje)

El volumen de bacterias de la cepa salvaje se mantuvo constante hasta el
tercer dia de incubacion en LB, cuando se observé un aumento significativo en
el mismo. El cuarto dia el parametro disminuy6 significativamente, para
aumentar nuevamente en forma significativa al quinto dia. Durante los dias 6 y
7 de incubacion no hubo cambios significativos (Figura 19).

En los dias 1 y 3 de incubacién en LB el parametro fue significativamente

mayor que en OA, mientras que en el 6to dia fue significativamente menor.
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Figura 19: Gréfica de volumen ocupado de bacterias en funcién del tiempo de incubacion
en LB y OA para la cepa salvaje Pr2921. Los dias en los que se observaron diferencias
significativas en el parametro en LB y OA son sefialados por un tridngulo rojo bajo el eje x.



AF (mutante flagelar)

El volumen total de bacterias de AF aumento significativamente al segundo dia
de incubacion en LB para disminuir en forma significativa al tercer dia. El
pardmetro se mantuvo constante durante el cuarto y quinto dia de incubacion y
aumentd nuevamente en forma significativa el sexto dia. En OA no hubo
cambios significativos hasta el sexto dias de incubacion, cuando el volumen
total de bacterias disminuy6 significativamente (Figura 20).

El parametro resultd significativamente mayor en LB con respecto a OA los
dias 2, 3, 5y 6 de incubacion (Figura 20).

Con respecto a la cepa salvaje, AF mostr6 valores significativamente mayores
los dias 2, 4 y 6 de incubacién en LB, asi como el dia 6 de incubacién en OA
(Figura 20).
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Figura 20: Gréfica de volumen ocupado de bacterias en funcién del tiempo de incubacion
en LB y OA para la cepa mutante flagelar AF. El recuadro anaranjado marca los casos
donde hubo diferencias significativas respecto a la cepa salvaje Pr2921, mientras que los
dias en los que se observaron diferencias significativas entre LB y OA son sefialados por
un triangulo rojo bajo el gje x.



MSD2 (mutante en fimbrias MR/P)

El volumen total de bacterias de MSD2 aumenté significativamente entre los
dias 1 y 2 de incubacion en LB, mientras que en OA no vario en forma
significativa hasta el séptimo dia, cuando se observo un aumento significativo
(Figura 21).

Esta cepa no presentd diferencias significativas entre los distintos medios de
cultivo (Figura 21).

Por otro lado, MSD2 mostré valores significativamente menores a los de
Pr2921 los dias 1, 3 y 5 de incubacion en LB, asi como el dia 6 de incubacion
en OA (Figura 21).
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Figura 21: Gréfica de volumen total de bacterias en funcién del tiempo de incubaciéon en
LB y OA para la mutante fimbrial MSD2. El recuadro anaranjado marca los casos donde
hubo diferencias significativas respecto a la cepa salvaje Pr2921.



P2 (mutante en fimbrias PMF)

En el caso de P2, se observé un aumento significativo en el valor del parametro
del dia 1 a 2 de incubacion en LB, aunque disminuy6 significativamente del dia
2 a 3. Por otro lado, en OA el volumen total de bacterias se mantuvo constante
hasta el séptimo dia de incubacién, cuando se observé una disminucion
significativa (Figura 22).

En el segundo dia de incubacion el valor del pardmetro en LB fue
significativamente superior que en OA para esta cepa (Figura 22).

El volumen total de bacterias de P2 fue significativamente mayor que el de
Pr2921 los dias 2 y 4 de incubacién en LB, asi como el dia 5 de incubacion en
OA (Figura 22).

¢ LB
5x10° 1 ° OA
& 4x10°
S
2
@ °
T 3x10° A
©
[0}
fe)
(0]
© 3
EZX']O'
ks
T
2 ’
€ 3
S 1x10° i
¢ Lok
S SN SN S SHNNE S N
1 2 3 4 5 6 7
A
Dias de incubacion

Figura 22: Gréfica de volumen total de bacterias en funcién del tiempo de incubaciéon en
LB y OA para la mutante fimbrial P2. El recuadro anaranjado marca los casos donde hubo
diferencias significativas respecto a la cepa salvaje Pr2921, mientras que los dias en los
gue se observaron diferencias significativas entre LB y OA son sefialados por un tridngulo
rojo bajo el eje x.



UM1 (mutante en fimbrias UCA)

En el caso de UM1, el volumen total de bacterias aumentd significativamente
del dia 1 a 2 de incubacién en LB, pero disminuyo en forma significativa del dia
2 al 3. En OA no se observaron diferencias significativas en este parametro de
un dia al siguiente, aunque hubo variaciones en el volumen los dias 6y 7.

Con respecto a los resultados obtenidos en los distintos medios de cultivo, el
valor del parametro fue significativamente mayor en LB que en OA los dias 2 y
4 de incubacion.

El volumen total de bacterias de esta cepa resultd significativamente superior al
de Pr2921 los dias 2, 4 y 6 de incubaciéon en LB, asi como el dia 1 de

incubacion en OA.
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Figura 23: Gréfica de volumen total de bacterias en funcién del tiempo de incubacién en
LB y OA para la mutante fimbrial UM1. El recuadro anaranjado marca los casos donde
hubo diferencias significativas respecto a la cepa salvaje Pr2921, mientras que los dias en
los que se observaron diferencias significativas entre LB y OA son sefialados por un
triangulo rojo bajo el eje x.



A4 (mutante en fimbrias ATF)

El volumen total de bacterias de A4 disminuy6 significativamente del dia 3 a 4
de incubacion en LB, aument6 en forma significativa del dia 4 a 5 y disminuyo
nuevamente del dia 5 a 6. Con respecto al cultivo en OA, se observaron
aumentos significativos en el valor del parametro de los dias2 a3y 6 a 7 de
incubacion en OA.

El parametro fue significativamente mayor en LB que en OA los dias 2 y 5 de
incubacion.

En comparacion con la cepa salvaje, el volumen total de bacterias de A4
resulto significativamente mayor los dias 1, 2, 4, 5y 7 de incubacion en LB, asi

como los dias 3 y 6 de incubacion en OA.
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Figura 24: Grafica de volumen total de bacterias en funcién del tiempo de incubacién en
LB y OA para la mutante fimbrial A4. El recuadro anaranjado marca los casos donde hubo
diferencias significativas respecto a la cepa salvaje Pr2921, mientras que los dias en los
gue se observaron diferencias significativas entre LB y OA son sefialados por un tridngulo
rojo bajo el eje x.



ANEXO Il

Volumen total cubierto

A partir de los valores obtenidos de volumen total cubierto de cada stack se
calcularon el promedio y el desvio estandar para cada cepa y cada condicion, y
los resultados fueron graficados en funcién de los dias de incubacion (Figuras
25 a 30).



Pr2921 (Cepa salvaje)

Pr2921 mostré un aumento significativo en el volumen total cubierto entre los
dias 2 y 3 de incubacion en LB, una disminucion significativa entre los dias 3 y
4 y un nuevo aumento significativo entre los dias 4 y 5. En OA el parametro
aumento significativamente del 5to al 6to dia de incubacion.

El volumen total cubierto resulté significativamente mayor en LB que en OA los

dias 1 y 5 de incubacion.
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Figura 25: Grafica de volumen total cubierto en funcion del tiempo de incubacion en LB y
OA para la cepa salvaje Pr2921.Los dias en los que se observaron diferencias
significativas entre LB y OA son sefialados por un tridngulo rojo bajo el eje x.



AF (mutante flagelar)

El valor del parametro aumentd en forma significativa entre los dias 1 y 2 de
incubacion en LB para esta cepa, y disminuyo significativamente del dia 2 a 3,
y 6 a 7 de incubacion. En OA no se observaron diferencias significativas en
este pardmetro entre un dia y el siguiente.

En los dias 2, 5 y 6 de incubacién el volumen total cubierto de AF resulto
significativamente mayor en LB que en OA.

El valor de parametro fue significativamente menor que el de la cepa salvaje
Pr2921 el primer dia de incubacion en LB, mientras que resultd
significativamente mayor los dias 2, 4 y 6. En OA el volumen total cubierto fue

significativamente menor que el de la cepa salvaje en el dia 6 de incubacion.
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Figura 26: Grafica de volumen total cubierto en funcién del tiempo de incubacion en LB y
OA para la cepa mutante flagelar AF.El recuadro anaranjado marca los casos donde hubo
diferencias significativas respecto a la cepa salvaje Pr2921, mientras que los dias en los
que se observaron diferencias significativas entre LB y OA son sefialados por un tridngulo
rojo bajo el eje x.



MSD2 (mutante en fimbrias MR/P)

En el caso de esta cepa se observé un aumento significativo entre los dias 1y
2 de incubacion en LB, y una disminucion significativa del dia 2 al dia 3. En OA
no hubo cambios significativos en el parametro entre un dia y el siguiente.
Asimismo, no se observaron diferencias significativas entre un medio y otro
para esta cepa.

El volumen total de bacterias de MSD2 result6 significativamente menor que el
de la cepa salvaje los dias 1, 5y 6 de incubacion en LB, y los dias 4 y 6 de

incubacién en OA.
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Figura 27: Grafica de volumen total cubierto en funcion del tiempo de incubacién en LB y
OA para la mutante fimbrial MSD2. El recuadro anaranjado marca los casos donde hubo
diferencias significativas respecto a la cepa salvaje Pr2921.



P2 (mutante en fimbrias PMF)

Se observo una disminucion significativa en el volumen total cubierto entre los
dias 2 y 3 de incubacién en LB, y del dia 6 al 7 de incubacion en OA.

El valor del parametro resulté significativamente mayor en LB con respecto a
OA en el segundo dia de incubacién.

El volumen cubierto de P2 fue significativamente mayor que el de la cepa
salvaje Pr2921 los dias 2, 4 y 5 de incubacion en LB; en OA no se observaron

diferencias significativas entre ambas cepas.
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Figura 28: Grafica de volumen total cubierto en funcion del tiempo de incubacién en LB y
OA para la mutante fimbrial P2. El recuadro anaranjado marca los casos donde hubo
diferencias significativas respecto a la cepa salvaje Pr2921, mientras que los dias en los
que se observaron diferencias significativas entre LB y OA son sefalados por un triangulo
rojo bajo el eje x.



UM1 (mutante en fimbrias UCA)

UM1 presentdé un aumento significativo en el volumen total cubierto entre los
dias 1 y 2 de incubacion en LB, mientras que el parametro disminuyo
significativamente entre los dias 2 y 3. En OA no se observaron cambios
significativos de un dia de incubacion al siguiente.

En los dias 2 y 4 de incubacion el volumen total cubierto fue significativamente
superior cuando la cepa se cultivd en LB con respecto a cuando se cultivd en
OA.

Con respecto a la cepa salvaje, el valor del pardmetro result6 significativamente
mayor los dias 2 y 4 de incubacion en LB, y el dia 4 de incubacion en OA.
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Figura 29: Grafica de volumen total cubierto en funcion del tiempo de incubacién en LB y
OA para la mutante fimbrial UM1. El recuadro anaranjado marca los casos donde hubo
diferencias significativas respecto a la cepa salvaje Pr2921, mientras que los dias en los
que se observaron diferencias significativas entre LB y OA son sefalados por un triangulo
rojo bajo el eje x.



A4 (mutante en fimbrias ATF)

El volumen total cubierto de esta cepa aumento significativamente del dia 2 a 3
de incubacién en LB, y disminuyo en forma significativa entre los dias 3y 4. En
OA, el valor del parametro aumenté significativamente del dia 6 al dia 7 de
incubacion.

Los dias 3 y 6 el volumen total cubierto en LB resulto significativamente mayor
que en OA.

El valor del parametro fue significativamente mayor que el de Pr2921 (cepa
salvaje) los dias 2 y 6 de incubacidbn en LB, mientras que resulto

significativamente menor el dia 6 de incubacion en OA.
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Figura 30: Grafica de volumen total cubierto en funcion del tiempo de incubacion en LB y
OA para la mutante fimbrial A4.
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